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Mucrtc  cclular  durante la maduracicin y la atresia  folicular en la oveja (ovis 
- urics). 

Antecedentes  de la producción de ovinos en  México. 

De  acuerdo con los datos  de  la FAO, México  ocupó el lugar nilmero 40 en l a  
producci6n mundial dc carnc dc  ovinos con 30,413 Ton de carnc cn  cl aRo de 1998, 
mientras que  China, Australia y Nueva Zclanda ocuparon los primeros lugares con 
7'5 19,828; 1'250,000 y 615,33 I Ton  de carne de  ovinos respectivamente para el mismo 
año (SAGAR, 1998). 

En México  sc  consume generalmente carne  de pollo, bovino,  porcino, pavo, ovino y 
caprino (SAGAR, 2000a). Existe en MCxico una deficiencia  en la producción de  ovino y 
porcino, ya que  sc importa el 57.7% de  carne  de  ovino en canal para cubrir las demandas 
del mercado nacional; mientras  que  en la carne de porcinos, únicanlente ha sido necesario 
importar el 23.8 % para  cubrir la demanda nacional. En el año 1999 se produjeron en 
nuestropaís 30,785  Ton  de  carne de ovinos, lo cual refleja que no ha habido prácticamente 
incrcmcntos en  la producción dentro  de los últimos 5 años, ya que  este volumen se ha 
mantenido casi constank duranlc cl pcriodo dc 1993- 1999. (SACAR, 2000b). 

Nay una baja productividad del rebaño nacional, ya que el inventario nacional 
cucnta con alrcdcdor  dc G millones de  cabezas, dc los cualcs cl 43% son hembras (2.58 
milloncs de cabezas) y se sacrifican alrededor de 1.63 millones dc  cabezas al aflo; lo que 
rcprcscnta una procluccihn promedio de 0.G corderos por hembra por aíío, mientras que las 
importaciones ascicndcn a 41,8 14 Ton dc  carne  dc  ovino, que equivalcn aproximadamente 
a 2.2 millones dc  cabezas (2000b). Lo anterior resalta l a  importancia de realizar estudios 
sobre cl desarrollo folicular cn la ovcja quc marqucn dircctriccs para mejorar el 
rendimiento  reproductivo y alcanzar la eficiencia deseada en las unidades productivas. El 
dcsarrollo folicular es un proceso  de la biología reproductiva que incluye varios eventos 
fisiol6gicos dc  cuya rcgulacih dcpcndc la determinacidn dc cuantos y cu6lcs folículos 
ovularán, cuáles se quedarán  como reserva y cuáles  se perderán por el mecanismo de la 
atresia. 

ANTECEDENTES  BIBLIOGRÁFICOS. 

1. 0v0gc11csis. 

a). CClulas primordiales. 
Al folículo ovhrico sc IC considera l a  unidad fisiolbgica fundmcnlnl dcl ovario, quc 

ticnc una lilnci6n cl t la l ,  la cstcroidogCncsis y la  ovogcincsis. L a  ovogbncsis principia con l a  
l¿)rnlaci6n dc las cdlulas gcnnindcs primorclialcs, alrcdcdor dcl octavo dfa dc la vida' 
cmbrionaria cn  cl ratón (Pcdersen, 1970) y hacia la tercera semana  de gestación en el 
cmbrión humano, dentro del endodernlo dcl saco vilclino, C C T C ~  dc la nlantoidcs (Van 
Wagcnen and Simpson,  1965),  por lo que  se consideran de origen cxtragonadal (Buccione, 
ct al, 1990). Idas células  germinales primordiales migran hacia la cresta gonadal por medio 
de  movimientos  amiboides o por movimientos de tipo laminar sobre  células del intestino 
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(I>onovan ct al, 1980) hasta su destino linal, la crcsta genital ('l'am and Snow,  1981); una 
tlisnlinuciím e11 l a  itltcnsitlatl dc adllcsi6n tlc las c6lulns a I n  fi\>roncctina sc 1 x 1  
corrclacionndo con cl inicio dc la migracihn dc las cdlulas gcrminalcs primordialcs 
(1~1'rancI~-Constat~t ct al, 1991), micntras quc  agcntcs quimiotricticos cstcroidalcs asl como 
cl factor de  crecimiento trasformante beta, producido por la gónada primordial, dirigen la 
migración hacia la cresta genital (Godin and Wylie, 1991). Esta migración de cdlulas 
gcrrninalcs primordialcs  sc acompaí'ia de una gran actividad mitótica quc es rcgulada, por lo 
menos en los roedorcs, por varios factorcs de crecimicnto quc elcvan el nivcl intracelular dc 
AMPc  estimulando l a  proliferación de estas  células  (De  Felici,  1993)  como es el  caso del 
rcceptor tirosina cinasa  c-kit,  que  es  expresado por la células  gcrminales primordiales, 
mientras su ligando  steel/kit (KL) se  encuentra  a lo largo de la vía migratoria hasta la cresta 
gcnital (Kcshct  ct al, 1991 ; Orr-Urtrcger et al, 1990), se ha demostrado  quc KL es nccesario 
para la supcrvivcncia y prolifcración clc las cdlulas gcrminalcs primordiales cn cultivo 
(Matsui ct al, 1991), ya que suprime la apoptosis  de las cdulas primordialcs (Pcsce, ct al, 
1993). 

11). Ovogonias. Tan  pronto como la migración de las cdulas germinales termina al 
colonizar y organizarse en cordones o racimos se convierten en ovogonias (Beaumont and 
Mandl, 1962), la proliferación de ovogonias en los mamíferos se restringe a las etapas de 
desarrollo prcnatal o, cuando mucho, a1 pcriodo inmcdiato post-natal (Maulcon, 1967); cs 
dccir, alrcdcdor dcl doccavo día  de gestación en el ratón (I'cderson, 1970) y ccrca de la 
sciptima semana de gcstacih en humanos (Van Wagenen and Simpson, 1965); con 
excepción del lemur,  donde  existe alta actividad mitótica de  células  germinales en la edad 
adulta (Gerard and I Icrlant,  1953). 

Las ovogonias conscrvan una frccucncia clcvada clc mitosis y contini~an con su 
prolifcraci6n hasta alcanzar un  total dc 6-7 milloncs alrcdcdor dc las 20 scmanas  de 
gestación en el humano  (Wasarman and Albertin, 1994; Forabosco et al, 1991); en este  caso 
la proliferación de  ovogonias  se acompaAa de una degeneración masiva que  afecta tanto a 
cdlulas cn intcrfasc, como durantc la mitosis (Beaumont and Manda1 1962). 

Después  que las células germinales colonizan el ovario, se  da inicio a un proceso de 
prolifcracihn y rcorganizacihn de c6lulas somaticas  mesenquimatosas y del epitclio 
ccltilnico ~ I I C  origina el kjitlo cstromal quc contienc cdlulas gcrnliudcs roclcuclns por 
cClulas derivadas dc la rctc ovari, precursoras de las  células  dc la granulosa; dc origen 
mcsondfrico y cl tcjido cstromal que dará origen a  las células de la teca interna (Roy and 
Grewald,  1990). 

c). Ovocitos. La interrupción del proceso de mitosis dc las ovogonias es 
acompafiada por la transformación dc las ovogonias a ovocitos, los cualcs inician la 
mciosis. Es posible  que  algunos  factores  originados  de la rete ovari, o simplemente el 
contacto con la rete ovari, induzca a los ovocitos  a iniciar la meiosis  (Wassarman  and 
Albertini, 1994). El proceso meiótico se inicia en la mayoría de los mamíferos  durante la 
vida prcnatal o inmcdiatamente despuCs de nacer. El ovocito alcanza cl cstado  dc diploteno 
dc la prolase  antcs o inmcdiatamcntc dcspucis dc naccr. En cstc  cstado y por un proccso aun 
tlcsconociclo, cl proceso Inci6tico sc  dclicnc. 1,os cromosomas sc dcscondcnsan y rcanudan 
SLI actividad transcripcional. El ovocito, con un  nilcleo promincnte, conocido como vesicula 
germinal, cntra  cn  dictiotcno o cstado  dc  diplotcno  difuso; en csta  ctapa CII el ratbn, se 
observa la expresión dcl receptor c-kit por el ovocito al tiempo en que dstc entra  en 
diplotcno  sugiricndo dc csta manera su participación en el arresto mciótico del ovocito 
( I  loric ct al, 1991). Inmcdiatamcntc dcspuds dc  que  sc forma el ovocito  cs roclcado por una 
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capa  de  células  denominada  pregranulosa, lo que da lugar a la  formación del folículo 
primordial, alrededor de la semana 20 de gestación en humanos (Van Wagenen and 
Simpson,  1965) y entre el día 1-3 después del nacimiento en la rata (Ohno and Smith, 
1964).  Se ha sugerido  que el orden en que los folículos son reclutados, es el mismo orden 
en que los ovocitos entrarán en la meiosis durante el desarrollo (Edwards  et al, 1977); así 
los ovocitos clue progresan rripidamcntc cn l a  mciosis sc localizan mis ccrca dc l a  unión 
corticomedular del  ovario y son los primeros en iniciar su crecimiento  durante las etapas 
nconatalcs, cn contrastc, los ovocitos  que progresan Icntamcntc cn  su meiosis se localizan 
ccrca de la corteza y son incluidos en los folículos que crcccrin tardíamcnte en  la vida 
(I-lirshfiel, 1991). Existe una asociación muy cstrecha cntrc cl ovocito y las células de la 
prcgranulosa a travds dc las unioncs membranales quc incluycn dcsmosomas cortos, 
adhcrcncias zonalcs y unioncs comunicantcs (Mitchell and Burghardt, 1986). Aquellos 
ovocitos  que no son rodeados por células  de la pregranulosa para formar el folículo 
primordial generalmente sufren apoptosis  (Pesce  and  De Felici, 1994). 

En esta ctapa el crccimicnto del ovocito está asociado a la maduración del folículo y 
pucdc dividirse cn dos ctapas,  en la primera el crecimiento del ovocito cs  ripido y se 
corrclaciona con cl crecimiento dcl folículo, durante la scgunda ctapa no sc obscrva 
crccimicnto tiel ovocito micntras quc el foliculo incrcmcnta su tlirimctro. Según la 

tardc filc adaptada para cl humano y otras  cspccics (Gougcon, 1986),  sc pucden distinguir 
folículos primordialcs, primarios, secundarios,  antrales  y  preovulatorios.  Cada uno de  los 
folículos sc dcsarrolla a travds dc estas  difercntes  etapas para finalmcntc  ovular, después de 
lo cual los remanentes del folículo se transforman en el cuerpo lilteo (Richards, 1994; 
Adashi, 1994). 

1). Folículo  primordial. Son f'oliculos  pcquefios sin crccimicnto que consisten de 
u n  ovocito pequefio, rodeado de las células planas que constituyen la pregranulosa y una 
capa  basamental. Los folículos  primordiales  se  encuentran  generalmente  en la corteza 
externa dcl ovario y representan la poza de  folículos  de reserva. L a  estimulación  de  algunos 
dc  cstos folículos primordiales determina que inicien su crecinicnto, fcn6meno conocido 
cotno rcclutamicrlto inicial (Gosclcn et a l ,  1983). La cstitnulaci6n clc los folículos 
primordialcs se realiza por un conjunto  de  factores  todavía mal conocidos,  que pueden ser 
t a n t o  intraovriricos como  cxtra-oviricos y cuya acción no solo es  estimuladora  sino 
inhibidora de la actividad de  los factores que mantienen a los ovocitos  en reposo. Las 
células  de la pregranulosa  del folículo primordial reclutado tambien  son  estimuladas a 
dividirsc mitóticamcnte (Hirshfield, 1989) al mismo tiempo que sufren una serie  de 
cambios nlorfol6gicos convirti6ndosc dc  células planas a las cdulas cilbicas caractcristicas 
de los folículos primarios. El incremento en el tamaño del ovocito es evidente hasta la 
formación del folículo primario (Tsafriri, 1997). Al folículo con una sola capa  de células 
cilbicas e l a  granulosa sc le ha nombrado folículo primario. Sin embargo cn ocasiones es 
vcrdadcramcntc difícil distinguir entre folículos primordiales y folículos primarios 
(ITirshlicld, 1989) por lo que ambos sc han considerado  como un grupo contiguo (Gougeon, 
1906). 

cl~lsilicacion C I l K  CI1 1111 principio I'llC propllCst¿l para el ratoll (Otsul<a e l  a l ,  1084) y m6s 



1.1). Influencia de la FSH en el reclutamiento  inicial. Se  ha mencionado que el 
reclutamiento inicial no  depende  de  gonadotropinas (Peters et  al,  1973)  y  que la FSH y  la 
LH no pueden  tener  acción directa sobre los folículos primordiales ya que no se ha podido 
demostrar en ellos la presencia de receptores a gonadotropinas  (Oktay et al, 1997). Sin 
embargo,  en  ratas  hipofisectomizadas  se ha observado un claro  descenso en  el 
reclutamiento inicial de folículos cuando se compararon con los animales  controles 
(Edwards  et  al,  1977; Wang and Greenwald, 19934. También se ha demostrado  que  las 
c6lulas de la granulosa de los foliculos primordiales pueden responder a activadores de la 
vía dcl AMPc  con u n  incrcmcnto cn  al cxprcsión de aromatasa y rcccptorcs a FSI-I (Ahmed 
et  al,  1986) y con un incremento en l a  síntesis  de DNA en los folículos preantrales 
semejante a la que  se observa en los folículos antrales al ser  estimulada por FSH (Roy and 
Greenwald, 1989). 

Se ha observado, que algunos genes  disminuyen su expresión de manera 
invcrsamcntc proporcional al desarrollo folicular, tal es el  caso  del  gen'"tumor de Wilms" 
(W'l.1) (Ilsu ct al, 1995). 1,a cxprcsión dc WTI rcprimc la actividad tic los promotores dc 
inhibina alfa y dcl rcceptor de  FSH,  otros  genes esenciales para el dcsarrollo  folicular,  que 
aumentan SLI expresión al iniciar el reclutamiento (Chun et al,  1999). Estoy hallazgos 
rernarcan la importancia  de l a  FSH en el reclutamiento inicial, así como  de l a  participación 
dc activadorcs  cnd6genos  de la vía del AMPc, tales  como la norepinenefrina, por lo cual los 
folículos quc inician su dcsarrollo cn  cl ovario dc la rata scrAn muy probablcmcnte los quc 
c s t h  altamcntc  incrvados  cerca  dc la unión corticomedular (Maycrhofcr et  al, 1997). 

Algunas protcínas como la activina y la inhibina c s t h  involucradas cn cl dcsarrollo 
folicular. Se ha demostrado  que la activina  A  puede  detener el crecimiento  de folículos 
preantrales, manteniéndolos en arresto a pesar de  que estos  folículos  sean  expuestos a FSH. 
Sin  embargo,  en  los  folículos  primordiales o primarios no se  detectan mensajeros de 
inhibina Dcta-A y/o Bcta-B los cuales se observan por primera vez  en  los folículos 
sccundarios (Mcunicr ct al, 1988). Es muy probablc quc los folículos vcci~los  dc los 
folículos primarios  secreten  activina y faciliten la acción inhibitoria  sobre los folículos 
primarios por vía parácrina  (Mizunuma  et al, 1999) y que una disminución local de l a  
activina como resultado de la atresia de los folículos  secundarios  puede desencadenar la 
foliculogdnesis temprana  (Mizunuma  et al, 1999).  Sin embargo l a  activina A no modifica el 
cfccto de la acci6n dcl factor intraovhrico, csto es compatiblc con cl conccpto general de 
cluc cl folículo primordial pucde desencadenar su propio crccimicnto como resultado dc 
estímulos  intraováricos  (Tonctia and diZerega, 1989; Gougeon, 1996; Kumar et al, 1997). 

1.2). Participación del ovocito en el reclutamiento  inicial. Al  ovocito  se le ha 
atribuido un papcl pasivo en el reclutamicnto inicial (Tsafriri, 1997). Sin  cmbargo existcn 
cvidcncins quc indican lo contrario. Por ejemplo en las ratas sc ha dcmostrado que la 
presencia de algunos factores producidos por el mismo ovocito, como el factor de 
diferenciación y crecimiento  9 (GDF-9), es necesaria para continuar  con el desarrollo del 
folículo hasta la etapa  primaria  (Dong  et al, 1996).  Además el orden en el que los folículos 
primordiales son  reclutados, depende del orden en el cual el ovocito entró  a la meiosis en : 
etapas  perinatales  (Edwards  et al, 1977). Es también notable observar que  las células de la 
granulosa son incapaces  de  formar  foliculos  en  ausencia  de  ovocitos (Merchant, 1975; 
Merchan-Larios and Centeno,  1981). Se ha propuesto que  algunos  factorcs  que funcionan 
en la comunicación  ovocito-granulosa  puedan  tener  un papel importante en el reclutamiento 
inicial. Uno de  estos  factores  es  el conocido como LK, el cual  se  expresa  en  las células de 
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la granulosa cn  cl momento del reclutamicnto dc  los folículos primordialcs, mictras que su 
rcccptor sc  cncuetra  localizado en el ovocito y en las ctlulas  de la teca. Las mutaciones 
inducidas CII cl gcnc  quc dctcrtnina la síntesis dcl LK, inhibcn cl dcsarrollo  dc los folículos 
primordialcs y la formacibn dc I‘olfculos primarios (Bcdcll ct a l ,  1995). Así mismo cl 
tratamiento de ratones  neonatales  con  anticuerpos contra el receptor c-kit causa  disturbios 
en el reclutamiento  inicial  (Yoshida et al, 1997). 

2) Folículos  secundarios o preantrales. En folículos secundarios, también 
conocidos  como  preantrales,  medianos o en  crecimiento, el ovocito  continúa su crecimiento 
y las cdulas dc la granulosa por una serie  de  divisiones mitóticas dan origen a un folículo 
multilaminar que  posee  dos o tres  capas  de  células  de la granulosa. Aparece la zona 
pelúcida, se  inicia la organización  de la teca  alrededor del folículo prcantral y, por lo tanto, 
la formación  de la rcd vascular del folículo (Hsueh et  al, 1996). 

2.1). Influenciu del ovocilo, de IN grantrlosa y de la teca en el desarrollo del folículo 
preantral. El crccimicnto del ovocito, dcsdc cl inicio dc la foliculogbncsis y en el trascurso 
dc dsta, rcquicrc  dc la prcscncia dc un sistcma  de comunicación cntre las células de la 
granulosa y el ovocito. Los ovocitos  que son separados  dc las cdlulas dc la granulosa no 
muestran crecimiento,  mientras que los ovocitos en los  que  se  mantienen las uniones 
comunicantes con las  células  de la granulosa crecen normalmente (Tsafriri, 1997). En  esta 
etapa del desarrollo se expresa la conexina  37, una proteína característica  de  las uniones 
comunicanlcs, la Falla dc concxina  37 ticnc un cnormc impacto cn  cl crccimicnto dcl 
ovocito,  mientras  quc el desarrollo folicular mismo puede realizarse normalmente hasta el 
estado  sccundario  tardío y formar un limitado número de  folículos antrales pequeños 
(Simon,  ct  al, 1997). 

La intcraccihn ovocito-células  de la granulosa también es necesaria durante esta fase 
para el rcclutamicnto dc las cdlulas dc la tcca así como para su participacibn en el 
dcsarrollo  folicular.  Idas cdulas  de l a  tcca son reclutadas de cdlulas dcl estroma adyacente 
al folículo dcspuds de haberse iniciado el reclutamiento del folículo primordial (Peters, 
1979). Este reclutamiento de las  células  de la teca puede ser,  en parte, inducido por un 
factor derivado de las c6lulas de la granulosa que induce la organización de  las cClulas de la 
teca, actuando también sobre  las  células del estroma adyacentes para que proliferen y se 
diferencien a  células de la teca (Peters, 1979). Posiblemente el ligando KL producido por 
las cdulas dc la granulosa pueda ser este factor de reclutamiento dc la teca durante el 
desarrollo folicular temprano (Parrott and Skinner, 2000). Así mismo,  los folículos 
preantrales secretan algunas otras proteínas que  aumentan el crecimiento y diferenciación 
de la teca (Gelety and Magoffin, 1997). 

2.2). ~ .~ter[) id[)~énesi .~,  gonadolropinus y fuctores de crecimiento en el desarrollo 
.f¿)liculur preantral. A pesar de que se han encontrado receptores a FSIl en las células  de la 
granulosa dcsdc cl folículo primordial hasta el folículo preantral cn crccimiento (Richards, 
1980) y de quc los folículos preantrales con 1-4 capas  de ctlulas  de la granulosa muestran 
un incremento en  la síntesis de DNA (Roy and  Greenwald, 1989) y en el d i h e t r o  folicular 
(Yokota  et  al,  1997)  en respuesta a FSI-I, se acepta  que  los  estadios tempranos del 
desarrollo folicular sc rcalizan cn auscncia dc FSI-I (Tonctta and diZcrega,  1989, Gougeon, 
1996, Kumar et al, 1997) bajo la influencia de  factores intraováricos (Tonetta and dizerega, 
1989, Gougcon, 1996, Giuducc, 1992). 



Estudios rcalizados utilizando f'olículos preantrales intactos  de hhmster adulto han 
dcn1ostr:do quc cl roliculo prcantral, incluycndo foliculos primarios pequefíos con una 
simplc  capa dc cClulas de la granulosa y sin teca, son capaces  de producir progesterona y 
androstcndiona in vilro cuando  se cstimulan con FSI-I (Roy and Grccnwald, 1987), pcro que 
la producción de  novo de estrógenos sólo es evidente  para los folículos con 5 ó 6 capas de 
l a  granulosa  y  teca  desarrollada (Roy and Greenwald, 1987). Esta  respuesta esteroidoghica 
limitada podría  scr  dcbida a que los receptores a FSH no se encuentran adecuadamente 
acoplados al sistema de la adenilato  ciclasa o a  que  estos  receptores no funcionan 
ciptimamcntc pucsto  quc se requicre  de  estrógcnos para aumentar l a  producción de  AMPc 
(Roy and Grecnwald,  1987). 

La participaci6n simultánea  de las cdlulas de la teca y dc la granulosa en la 
cstcroidog~ncsis qucdan tambien demostrados por los estudios  rclizados en cultivos 
combinados dc ambos tipos de cdlulas cn los cuales la estimulación con FSH produce u n  
aumento en la prolifcración y en la esteroidogénesis, lo cual no sucede  cuando  se estimulan 
de la misma manera cultivos  individuales  de uno u otro tipo de cdlulas (Kotsuji and 
Tominaga,  1994). TambiCn se ha  demostrado una interacción entre ctlulas de la granulosa 
y cdlulas de la teca en  el desarrollo folicular a través del cfccto dc algunos csteroidcs 
scxualcs  como 10s andrógenos y los estrógenos  (Wang and Greenwald,  1993b; Hillier et al, 
1997; Murray ct al, 1998). 

La función normal dc las cdlulas dc la granulosa y su viabilidad dcpcndcn dc l a  
prescncia dc rcccptorcs  funcionalcs  para FSI-I sobre l a  superficic  dc la cblula. Estos 
receptores a FSH están  relacionados con el sistema  de la AMP ciclasa  y  la formación de 
AMIk (Knccht et a l ,  1984), el factor dc  crccimiento cpidermal y la activina puedcn 
modular los sitios clc unibn dc PSI-I (May ct al, 1987). La acción dc l a  I%I-I sc rcflcja, pucs, 
c11 u n  incrcrncnto dc AMl'c cl cual producc un aumcnto cn la actividad dc la aromatasa y la 
síntesis  de  estrógenos y, lo cual es particularmente importante, de un incremento en el 
nhncro  dc reccptores  a gonadotropinas y sitios intracelulares de unión del AMPc 
(Richards,  1980). 

En los folículos preantrales, así como en estadios posteriores del desarrollo 
folicular, las células  de la granulosa son capaces  de  sintetizar  péptidos bioactivos 
importantes para la regulación del funcionamiento dcl folículo, como la activina y Is 
folistatina  (Mcunier ct al, 1988). La síntesis de otro de estos  importantes péptidos, la 
inhibina, est5  bloqueada  en  el estadio de  desarrollo preantral por l a  expresión del gen WTl . 
Cuando  sc  alcanza  cl  estadio preovulatorio disminuye  la  expresión  de WTl y aumenta l a  
rormación dc inhibina dc una rnancra directamente proporcional al dcsarrollo folicular (I-Isu 
ct al, 1995; (Goldring ct a l ,  1987). La inhibina bloquca la libcracihn dc FSI-I por la 
hipófisis, micntras quc la activina la estimula (Findaly, 1993). La  folistatina es estimulada 
por l a  activina, sin embargo  cuando dsta se une a la subunidad beta de l a  activina es capaz 
de neutralizar la bioactividad de la activina  (Shimonaka  et al, 1991, Nakamura  et al, 1992). 
L a  activina modula de varias  maneras la producción de progestcrona cstimulada por FSI-I 
en cClulas tlc I n  grnnulosa dc ratas: cn  1i)llculos prcantralcs y antrnlcs tcmpranos, In activina 
aumenta su rcspucsta a PSl1, pcro cn cdlulas dc l a  granulosa dc los folículos prcovulatorios 
cs inhibitoria (Miro e l  al, 1995). lin cdlulas clc la granulosa lutcinizadas CII cultivo, la 
activina inhibc I n  biosíntcsis  dc progcstcrona y de cstr6gcnos (Rabinovici ct al, 1992). 

Se ha dcmostrado el  papel modulador importante de  diferentes  factores 
intraovciricos con acción proliferativa y que son requeridos para el desarrollo folicular 
(I-lirshficld, 1991),  aunque  se  desconoce con precisión su mecanismo de acción sobre el 
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dcsarrollo y la maduraci6n folicularcs. Sc 1x1 rcportado cpc la FSI-I cs  capaz dc incrcmentar 
la síntesis del factor  de  crecimiento transformante alfa (TGF a) en la teca, (Kudlow, et al, 
1987). También  sc  ha  encontrado actividad del factor de  crecimiento epidermal (EGF) en 
ccilulas dc la grnnulosa clc f'olículos prcantralcs y antralcs pcqucfios dc Ilcimstcr y cn cdlulas 
dc la tcca dc ratas (Skinncr ct al, 1987; Roy  and Grccnwald, 1990). Usando ('2sI)-EGF, sc 
h ; u n  cnconhxlo sitios de unibn cn cdlulas dc la granulosa y dc I n  tccn dc follculos 
sccundarios y tcrciarios (Chabot  et al 1986). El EGF rcgula l a  producción dc progestcrona 
cn folículos secundarios y terciarios (Roy and Greenwald, 1991a) y media la acción 
prolil'crativa dc la FSII y dcl AMPc en las cdlulas de la granulosa. Esto último se ha 
dcmostrado porquc la prolil'craci6n sc bloquea con el uso de anticuerpos especfficos para 
L G I :  (Roy and Grccnwald, 1991  b), adcm6s sc ha cncontrado quc cl ! X F  provoca la 
incorporación de timidina ( 3 H )  al DNA de  las células de la granulosa  de folículos 
preantrales de hámster, lo cual refleja la acumulación  de  las  células  en l a  fase  de  síntesis del 
ciclo celular. 

En los folículos preantrales se  encuentran  altos nivclcs dcl Pictor dc crccimicnto 
insulinoide uno (1GF-1) y sus receptores (Levy et al, 1992). Sin embargo, sé ha observado 
dcsarrollo rclativamcntc normal hacia cl cstado antral temprano cn ratones mutantcs a los 
quc Ics falta IGF-1 (Baker et al, 1996); también  se ha encontrado que  sirvc para aumentar l a  
rcspuesta de  células  de la granulosa a FSI-I al aumentar la expresión de-su receptor (Zhou et 
al,  1997), IGF-I participa  en la síntesis  de  andrógenos en las células  de l a  teca de la rata al 
cslimulur cl gen del cilocromo P450 (scc) potcncializando cl crccto dc l a  1,l-1 sobrc la 
biosíntesis de andrógenos  en las células  de la teca (Magoffín et al, 1990). Otro factor de 
crccimicnto quc sc localiza en los folículos preantrales es el factor de crecimiento 
fibrobkístico bhsico (bFGF), el cual estimula l a  incorporación dc timidina (31-1) en los 
folículos prcantralcs dc hilmstcr cstimulando su crccirniento (Roy and Grccnwald, 1991 a). 
El factor de  crecimiento fibroblástico FGF es secretado por las células  de la teca y tiene 
accicin parcicrina sobrc la granulosa (Parrott and Skinner, 1998). 

3) Folículos Antrdcs. E1 folículo antral, consiste de  divcrsas  capas  de cdlulas de la 
granulosa, un antro  lleno de liquido folicular, una capa basamental que  separa la teca 
intcrna dc  las cdlulas dc la granulosa, las capas  externa  e teca interna que constituyen la 
tcca y, por supucsto, cl ovocito. Este es un  estadio crucial para el dcsarrollo del foliculo, la 
mayoría dc  cstos  folículos sufrcn atresia si no son rescatados por gonadotrofinas  después 
dcl inicio de la pubertad (I-Iirshfield, 1991). Estos folículos miden entre 0.2 y 0.4 mm de 
tlirímclro  cn la rata (Ilirshfield and Desanti, 1 9 9 9  de 0.4 a 0.5 m m  cn las ovcjas (Turbull et 
al, 1977) y entre 2 y 5 mm en la mujer (Gougeon 1996). 

3. I). C~~nll~arlNnlen,alizacidn de las células de la granulosa. Las cClulas de la 
granulosa cn los folículos  antrales  se organizan en regiones morfológicamente distinguibles 
con funciones cspccializatlas, La capa dc cdlulas de la granulosa adyacente al ovocito, 
cdulas clc la corona radiada, cstablcccn contacto inmcdiato con cl ovocito mQs a116 dcl 
cstaclo prcovulatorio por mcdio dc procesos mcmbranales que  atraviesa la zona pelúcida y 
f o r m a  cl conlplcjo cIc las unioncs cotnu~licanlcs con cl oolcma,  cslas cblulas sirvcn dc 
cdulns "nodriza" dando nutricnles para cl crccimiento dcl  ovocito y tambiCn 
in~crc;lmhian~lc~ faclorcs rcguladores con cl ovocito, por medio dc csta comunicacibn se 
liberan seiiales que  sc requieren para la maduración coordinada del folículo y del ovocito. 
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Las células  del  cúmulus forman una masa  celular que rodea al ovocito, llamada 
cúmulus  oophorus,  que une al ovocito con la pared  del folículo y pueden contribuir con sus 
necesidades de nutrición y  de regulación. Después  de la ovulación el complejo cúmulus- 
ovocito puede  facilitar l a  captura por el oviducto y puede  contribuir  a la maduración final 
del ovocito  y a lapreparación  de la célula  espermática  para la fertilización. La mayoría de 
cClulas de la granulosa forman el muro o células de  la granulosa parietal que tapizan la 
cavidad folicular. Estas células del muro adyaccntes a la capa basamental son las primeras 
en diferenciar su  respuesta csteroidogdnica para realizar la aromatización de andrbgenos y 
la síntesis de progesterona  como  respuesta a los picos ovulatorios de LH (Midgley, 1972), 
principalmente debido a que  se  inicia la expresión de la actividad de la 3-beta-hidroxi- 
esteroide  deshidrogenasa  (3-beta-HSD)  (Zoller  and Weisz, 1979) y a la presencia de niveles 
importantes de  citocromo P450 (Zoller and Weisz, 1978). Las subpoblaciones  de células de 
la granulosa pueden ser explicadas con base a sus diferentes s.ensibilidades a FSH (Kasson 
ct al, 1985). 

3.2). Rcclzt/tm~icn~o cíclico y seleccicin de folículos asiralcs. El dcsarrollo folicular 
puede continuar  independientemente  de la secreción de gonadotropinas, pero solo hasta el 
estado antral temprano,  después  de esta etapa se requiere la presencia de gonadotropinas, 
probablemente para determinar la inhibición, o el rescatc, de la atrcsia de los folículos 
antralcs dcspuks dcl inicio de la pubertad (Nirshfield, 1991). Los folículos antrales 
tcmpranos midcn 0.2-0.4 de di6mctro en l a  rata (I-Iirs11ficld and Dcsanti, 1995), 
micntras que en las ovc-jas  miden de 0.4-0.5 mm (Turbull et  al, 1977) y en el humano miden 
de 2-5 mm  (Gougeon, 1996). En la mujer aproximadamente a las 24  semanas  de la 
gestación ya se han formado  los foliculos primarios y a las 26 semanas de l a  vida 
intrauterina algunos  folículos han alcanzado ya la etapa  secundaria  de desarrollo (McGee 
and Tlsuch, 2000). 131 la rata cl dcsarroIIo folicular sc inicia cntrc los dins 2-3 post parto, 
llcga a la formacicin dc u n  foliculo multilaminar ccrca dcl día  6-7 y alrcdcdor dcl día 10 sc 
observan folículos que contienen antro (McGee and Msueh, 2000). A pesar dc que la atresia 
pucdc prcsentarse en cualquier  fase del desarrollo folicular, en la rata este  fenómeno  es bien 
aparcntc solo hasta cl d í a  I8 cuando aumenta cl número de folículos antralcs (McGce et al, 
1998). 

1i1 rcscak clc los I'olículos anlralcs sc conocc  como rcclutamicnto cíclico y cs 
iniciado por l a  prcscncia dc la FSH. Este paso, conocido tambidn como mccanismo de 
sclección,  es un proccso por el cual algunos  folículos inician su desarrollo (Rombauts et al, 
1998). Para  que se realice el proceso de reclutamiento es necesario que la teca exprese los 
RNAmm de P450 SCC, mientras que  en las células de la granulosa se requiere de la 
cxprcsihn dcl RNAm dcl rcccptor dc FSI-I (FSlIR) y dc los citocromos P450 scc y P450 
arom. Un poco más adclante en el proceso de maduración folicular,  se requiere de la 
cxprcsión dcl RNAm para cl rcccptor dc LI-T (LI-IR) en las cdlulas dc la granulosa y en la 
tcca, así como l a  cxprcsión dc la  3-bcta-I-iSD (Xu et al, 1995). 

3.3). ~ ~ ~ ~ ~ , ¡ ¡ ~ ~ ¡ ~ ) ~ ~ ~ ¡ ( ~ ~ ~  de F S I I  et? el ~ C S ~ I I - Y O ~ ~ O  tiel j¿)liculo untrtd. Sc ha dctcrminado 
rpc  la dislninucibn  de gonadotropinas en  cl suero despuds dc la hipofisectomia a ratas, 
conduc~ a la atrcsia dc los follculos antralcs (Nahum ct al, 1996), nlicntras quc tratamientos 
con FSI-I a folículos antrales en cultivos previene el inicio espontáneo  de  la atresia folicular 
(Chun ct al, 1996). I,I-I y hCG solos son inefectivos para evitar la atresia, sugiriendo que 
FSH es el factor  de  supervivencia  en  este  estado  del desarrollo folicular  (Chun  et al, 1996). 
Dcntro dcl ciclo estral cxisten fluctuaciones de FSI-I sin cnlbargo  en roedores, 
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caracterizados por una fase lútea corta durante  su ciclo estral, el incremento  en FSH 
periovulatorio parece  ser requerido para que  escape de l a  atresia y  continúe con su 
desarrollo listo para ovular  en  el  siguiente  ciclo estral (Hirshfield, 1988). En los rumiantes 
domésticos, con una fase folicular corta, la oleada  de folículos son seleccionados por 
incrementos  transitorios en los  niveles de FSH durante  la  fase  lútea  (Scaramuzzi  et al, 
1993). 

En la oveja  se requiere de altos niveles de FSH y niveles básales de LN como señal 
para  cl rcclutamicnto y la selección folicular (Driancourt,  1991),  Durantc cl ciclo estral 
ovino, la conccntracicin cn cl suero de FSII incrcmcnta y disminuyc a intcrvalos rcgularcs 
(AMPcbell et al,  1991; Ginther et  al,  1995)  y  existe una relación temporal entre el 
reclutamiento folicular y los incremento en la concentración de FSH en el  suero (Ginther et 
al, 1995). Así mismo,  en el anestro de las ovejas  se  observa un desarrollo  de folículos 
antrales muy similar al que  se encuentra en la fase lútea de  acuerdo a datos que se 
obtuvicron dc ovc.jns cn anestro,  originados  de  estudios postmorten de tractos reproductivos 
(Hutchson and Robcrtson, 1966; Brand and de  Jon, 1973) y dc  cxpcrimcntos con 
laparoscopia-endoscopia (Noel et al, 1993).  El anestro esta asociado con  altos niveles de 
FSI-I y una reducción en la frecuencia LH hasta  2.4/9h, comparados con los valores básales 
del proestro que es  de  5.3/9h (Greenwald and Roy, 1994). 

3.4). I’crrlic*ilxrcicin de enzimus con ucfividud proteolilicu en el desurrollo de 
foliculos antralcs. La  actividad antiproteolítica y proteolítica parece  ser  también importante 
en la regulación del desarrollo folicular, la actividad antiproteolítica es mayor en los 
folículos antrales pequeños de la cabra, y disminuye con el tamaño folicular por un lado y 
por el otro la actividad  proteolítica aumenta con el tamaño folicular  (Rosales  et al, 1990). 
La actividad antiprotcolítica inhibc la actividad cstimuladora dc la adcnilato ciclasa 
provocada por LT-l y por FSI-I (McLliroy et al, 1980); principalmcntc al inhibir la síntesis de 
AMPc por las gonadotropinas (Richert and Ryan, 1977). La actividad antiproteolítica y 
proteolítica participa en l a  remodelación tisular no solo antes de  la  ovulación,  sino  durante 
las fases del crecimiento y maduración folicular  (Rosales  et al, 1990). 

La actividad  de la enzima lisosomal, fosfatasa ácida  de las células de l a  granulosa 
tambiCn participa en las etapas  tempranas de desarrollo folicular, ya que  se  encuentra  una 
gran actividad total dc csta cnzima cn cdlulas dc la granulosa dc los folículos antralcs 
tcmpranos y disminuye con el desarrollo folicular (Ballesteros et al, 1992). La fosfatasa 
ácida  puede  bloquear la unión de los esteroides con su receptor a través  de  su actividad 
defosforilante, puesto que los receptores son proteínas fosforiladas (Dougherty  et al, 1982); 
una disminución  dc la actividad total de la fosfatasa en forma directamente proporcional al 
clcsnrrollo folicular ravorcce un aumcnto cn  la uni6n dcl rcccptor a cstr6gcnos y una 
disminuci6n dc la alrcsia folicular (Rosado y Rosales 1991). 

4). El folículo preovulatorio o folículo de Grsf. adquiere  su mfiximo diámetro y 
responde a los picos preovulatorios de gonadotropinas. Se requiere de la expresi6n de 
RNAm para receptores de LH ( LHR) en  células  de l a  granulosa y teca nccesaria para la 
dominancia dcl folículo  (Bao  et al, 1997). 

4.1). Participucicin de las gonadotropinas en la dominanciu folicular. En la vaca 
(Gong et al, 1993) y en la oveja (Ginther et  al,  1995)  se han encontrado evidencias que el 
reclutamiento cíclico  está  asociado con incrementos  de FSH, y que  periodos de dominancia 
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lidicular c s t h  :rsociados con nivclcs Ixrsnlcs clc ITS1 I .  1.311 cxpcrimcntos cn los  quc sc ha 
suprimido la  IibcraciOn dc gonadotropinas dcmuestran  que FSH por si sola puede estimular 
el reclutamiento cíclico (Picton et al, 1990; AMPcbell et al, 1998) y que el folículo 
dominantc dependc cn u n  inicio de FSN y L1-I para finalmente solo requerir de altos niveles 
dc Ll-I (Scaramuzzi ct al, 1993; AMPcbell et al, 1995; AMPcbell et al, 1999). Después de la 
lutc6lisis e  iniciar la fasc dcl metaestro del ciclo estral aumentan los nivclcs dc LI-I, siendo 
dstc cl Uwtor biolhgico quc controla cl surgimicnlo dcl follculo domir~antc (Grccnwald and 
Roy, 1994). 

Las cdlulas de la granulosa dc los foliculos preovulatorios producen estrógenos,  esta 
producción está regulada por FSFVLH, P450 arom,  se han detectado en células de la 
granulosa dc Uoliculos clc muchas cspecics l a  cxpresión dc liNAn1 y protcínas para el 
rcccptor de FST-I/I,Tl, P450 arom (Bao et al, 1997, Doody et al, 1990). Micntras quc cn la 
ctlulas de la teca se rcquicfc dc l a  cxprcsicin rlc rcccptor dc L1.1, 1'450 SCC, p450 c17, 3 bcta- 
IISD y dc StAR, para la síntesis  de andrógenos, necesarios para cl suslrato cn la síntesis de 
estrógenos en las  células de la granulosa, la expresión  de RNAm de  StAR  es baja en l a  teca 
de los folículos  antrales y preantrales, mientras que  se incrementa su expresión en la teca 
durantc la dominancia dcl folículo (Bao ct al, 1998). 

I 7 1  folículo dominantc cn l a  ovc.ja nlucstra actividad significativa dc las 3 bcta-I-ISD 
en la teca micntras  que csta enzima no está presente en la membrana dc la granulosa hasta 
pocas horas antes  dc la ovulación (Hay and Moor, 1975). Sin embargo histoquímicamente 
sc ha demostrado  quc la actividad de la 3 beta-I-ISD en el ovario de la rata está fuertemente 
expresada en cdlulas de la granulosa de folículos preovulatorios y solo se encuentra 
dibilmcntc cxprcsacln cn estadios antrdcs tcmpranos ( I  Ioycr and Antlcrson, 1077). 

4.2). J'wficiptrcitin dc gonudolsopintrs y dc cnzimus cn  lo ovulacicin del jdículo 
prc'ov~rlalorio. Se ha demostrado que LH y K G  promueven la labilización de los lisosomas 
cn cdlulas dcl ovario, pcrmitiendo la liberación dc sus enzimas hacia cl citoplasma dc las 
cdlulas (Rahi and Srivastava,  1984), así mismo,  se incrementa en el nilmero de lisosomas 
(Elfont et al, 1977). Sin embargo otros datos demuestran que la LI-I y ICG actilan 
sclcctiva~l~cntc sohrc las cdlulas dc la tcca, pucsto sc ha  obscrv;rdo un aumcnto clc la 
actividad total de  fosfatasa  ácida y glucosaminidasa en l a  teca de los folículos 
preovulatorios de  cabras, mientras que los lisosomas de las células de l a  granulosa no 
muestra cambios en su actividad en los flículos preovulatorios (Ballesteros, et al, 1992). 

Las gonadotropinas pueden inducir la ovulación al cstimular al activador del 
plasmin6gcno cn  olíc culos prcovulatorios dc  ovarios  maduros. GI activador dcl 
plasn~inógcno a c t h  sobrc cl plasminógcno en  cl fluido folicular y tcjido dcl ovario para 
producir plasmina, que en turno, debilita la pared del folículo (Strickland and Beers, 1976). 
Así mismo la actividad de tripsina de la teca de los folículos preovulatorios  es necesaria 
para la ovulación  (Rosales  et al, 1990). La proteasa liberada dentro del tejido conectivo 
pudc mtivar la colagcnasa Iatentc de la matriz extracclular (Moralcs ct al, 1983), csta 
accitin locd pllcclc allcrar la cslruclura del fbliculo y I'acililar su ruplura (I<osalcs et al, 
1990). 

Si la sefial ovulatoria no se presenta, los folículos sufren degeneración, este es el 
mccanismo a travds dcl cual muchos  de los folículos  son eliminados en el conejo (Perry and 
Rowlands, 1962) y por cl cual los foliculos de l a  primera  oleada  de crecimiento son 
climinndos cn los rt~minntcs como la ovc-ja y la vaca (McNatty ct al, 1992). 



4.3). Participación de factores de crecimiento  en los folículos preovulatorios. Los 
factores de  crecinliento participan en el  desarrollo folicular desde  el  folículo preantral, 
antral y preovulatorio. En los folículos preovulatorios, numerosos  factores promueven la 
supcrvivcncia  dc las cblulas del foliculo (Chun,  et al, 1994, Eisenhauer et  al,  1995,  Chun,  et 
al, 1995). Un elaborado  mecanismo  de control intrafolicular aumenta  la supervivencia del 
folículo preovulatorio (Hsueh et al, 1996). El inicio de la apoptosis en los folículos 
preovulatorios  en  cultivos libre de suero es prevenida por tratamientos  de FSH y LH (Chun, 
ct al, 1994), los factores locales que incluyen TGF-T, EGF, TGFa y Factor de crecimiento 
fibroblastico-2 tambikn suprimcn la apoptosis dc las cdlulas dcl folículo (Chun, ct al, 1994, 
Tilly et al, 1992). L a  interlcucina-lp tambidn es un factor de  supervivencia del folículo 
prcovulatorio (Chun, et al, 1995). 

J. 4,). D,$ererlciacidll de las cdulas de la granulosa en el eslado prcovulatorio. En  el 
ovario adulto, las cdlulas que producen esteroides comprenden a  las  células de la teca y 
cdulas dc la granulosa dc  olíc culos grandcs, el cuerpo liltco, y cClulas intcrsticialcs. Una 
célula  típica de producción de esteroides se caracteriza por tener  muchas mitocondrias con 
crestas  tubulares,  abundante retículo endoplásmico liso, y muchas  gotas  de lípidos. 
(Christensen,  1975),  estas características ultraestructurales son  muy  evidentes  en células de 
la granulosa de  folículos  que van a  ovular  (Mestwerdt, 1977), antes  de  aparecer l a  señal 
ovulatoria cn muchas cspccics (B-jcrsing, I978).sc obscrvan caractcristicas típicas dc 
lutcinización, como incremento en el retículo endoplásmico liso y la aparición de 
mitocondrias con crestas tubulares. 

La marca prcdominante de diferenciacih  de las células dc l a  granulosa  de  aves es cl 
desarrollo  de un componente  de la vía de  trasducción de la señal que regula la biosíntesis de 
esteroides  principalmente la producción de  progesterona la diferenciación  esta regulada en 
respuesta al estímulo de gonadotropinas (LH). Usando citometría de flujo se han observado 
clil'crentcs caractcristicas  dc las c6lulas de la granulosa dc f'olículos individuales dc foliculos 
proovulatorios de aves. Durante los días  finales de la maduración folicular hay un 
incremento en el tamaño  de la cklula y una actividad metabólica general (contenido de 
proteína y RNA) y un descenso en la proliferación  en  las células de la granulosa (Marrone 
and Crissman,  1988). I-Iay un marcado incremento en la actividad enzimática 
estcroidogénica en las cdlulas de la granulosa durante la maduración folicular (Asem and 

Una relación entre la estructura de las células de la granulosa y su  función durante la 
diferenciación se han sugerido de varios reportes (Soto  et  al, 1986; Carnegie and Tsang, 
1988) principalmente  cambios en la forma de las  células, lo cual involucra la 
reorganización del  citoesqueleto y redistribución  de  organelos,  esto  parece  ser una 
importante respuesta al estímulo  que  induce la esteroidogenesis. Los organelos que 
interviene en la esteroidogénesis incluyen a la mitocondria y al retículo endoplásmico,  que 
contiene las enzimas  esteroidogenicas;  gotas  de lípidos, que  almacenan al sustrato 
colesterol; y a  los  lisosomas  que procesan el colesterol de  las lipoproteínas de baja 
densidad.  Un  aumento en el  número  de mitocondrias durante la maduración folicular 1 

aparece ser un evcnto nlorfológico asociado  con la diferenciación dc las células de la 
granulosa de aves  (Dive  et  al, 1992). 

1 Icrlclcndy, 1985). 
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I l l .  Atresia folicular. 

En los mamífcros hay al menos  seis olas de  degeneración  que  ocasiona la pérdida 
masiva de células  germinales  durante el desarrollo folicular, las primeras tres ocurren antes 
dc la formacicin  dcl folículo, así que  comprende básicamente la degcneración de cdlulas 
gcrnlinalcs, micntr;ls quc Ins otras tres ctapas,  sc presentan cn las distintas fascs del 
desarrollo  folicular  (Mariana et al, 1991) y esta relacionado con la atrcsia, sin embargo el 
mecanismo  exacto y el control de la atresia permanecen poco claros, En muchas especies, 
el porcentaje de  folículos  atrésicos es alto cuando se incrementa el diámetro  folicular en los 
folículos preantrales (McNeilly  et al, 1986). Mientras  que  todos  los  folículos antrales 
tempranos  sufren  atresia  en  etapas prepúberales, en los animales  adultos cs más común 
obscrvar que las gonaclotropinas no rcscatcn cn s11 totalidad a los folículos cn el pcnidtimo 
estadio del desarrollo  folicular  (Hirshfield, 1991; Kaipia and Hsueh, 1997). L a  proporción 
dc  folículos atrdsicos y dc los folículos sanos  es moderadamente constante  durante la vida 
fértil, pero varía  entre  especies, en la rata, el 70%  de los folículos antrales  son atrdsicos 
(Mandl and Zuckerman,  1950), en el ratón, 50% (Jones 1956), en el conejo, el 60% (Pincus 
and Enzmann,  1937), cn  cl humano varía entre  el 50-75% (Block, 1951), en la oveja, el 
60% (Turnbull et al, 1977),  en el cerdo, el 56%'(Centola, 1982). Los folículos menos 
susceptibles a cxpcrimcntar  atresia son los preantrales y preovulatorios (I-Iirshfield, 1991; 
Tilly ct al, 1991). 

Durante el desarrollo folicular en el ovario,  solo un número limitado de folículos es 
capaz  de llegar a l a  ovulación mientras que la gran mayoría experimenta atresia. En la 
mu-jer al momento del nacimiento se  observa un número aproximadamente 2x106 de 
ovocitos, c sk  ntínlcro disminuyc clc mancra tal quc al Ilcgnr a la pubertad sGlo cst6n 
prcscntcs dc 300,000 a 400,000 folículos cn los ovarios, de csta dotación fija dc folículos 
solo 400 serán ovulados  durante el trascurso de toda su vida reproductiva, lo que representa 
quc solo cl 0.01 'X) clc los folículos son seleccionados para ovular, mientras cl 99.9 % sufren 
alrcsin (Tsnfriri and Draw, 1984;  1-lirshfid,  1991; Tilly et al, 1991 ; I-lsuch et al, 1996; 
McCicc et a l ,  1908; 1 Isu and I Isuch, 1998). Uno dc  cada 500 foliculos prcscntcs al momento 
dcl nacimicnto scrhn ov~~lados,  el rcsto sufrirán atresia lo quc hacc a cstc proceso parte 
intcgrnl dc l a  funci6n ovArica  normal (Rotcllo ct al, 1989). Para las dcmis espccics dc 
mamífcros tambiCn la gran mayoría de folículos presentes en el ovario experimentan atresia 
y varia de  entre 70 al 99.9% de  acuerdo a la especie  (Ryan y Lee, 1976). 

l .  'l'corítrs t k c  Itr ( I / w s i u ,  
Por lo menos tres modelos teóricos pueden ser propuestos para explicar como se 

dctcrmina el  dcstino  dc los folículos,  el cual puede ser, la ovulación o l a  atresia. (Msueh  et 
al, 1994). 

a).- Los folículos quc sufrcn atrcsia pueden estar predestinados por deficiencias 
inl~ercntes nl ovocifo, Ins cdlulns folicrllnres o por su ambiente inmcdinto. Conw In mnyorh 

mecanismo no parccc ser l a  basc para I n  alrcsia clc In mayorln clc los  fi)liculos. 
b).- La mayoría, si  no es  que todos los foliculos son capases de  llegar a la ovulacibn 

a menos que la atresia se dispare  por  estímulos  atresiogénicos. 
c).- E1 dcstino final de todos los foliculos es l a  atrcsia. Sólo los folículos que 

alcanzan u n  cstado cspccífico  de  desarrollo  que  coincida con señalcs hormonales criticas, 
son dispensados  de la atresia. 

tlc los li,liclllos so11 cal"l"cs clc cl'cccl' I)+ al"opiílclíl cslilllulílciorl l l o r l l l o l l ¿ l l ,  cslc 
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2. Clasificacicin de la atresia. 
El funcionamiento  de  los  ovarios,  desde el punto de vista del desarrollo folicular se 

caracteriza por cl continuo crccimicnto y degeneración de los folículos  de los cuales solo 
unos cuantos de ellos son seleccionados para ovular (Rosales y  Rosado,  1989; Hirshfiel, 
1991) por lo que  parecería  posible llegar a la conclusión  que  el  destino final del desarrollo 
folicular es la atresia  (Murdoch,  1992). En condiciones naturales, la atresia, es un proceso 
paulatino c irreversible, cuyas  alteraciones morfológicas del folículo dependerán del grado 
alcanzado.  Desde el punto de vista listológico  se han propuesto varias  maneras de clasificar 
l a  atresia folicular, dc las más utilizadas en la actualidad es l a  propuesta por Carson et al, 
(1979), que  es  una  modificación a l a  designada por Byskov (1974),  en la cual se encuentran 
5 grados de  atresia los cuales  comprenden: 

Atresia I: Involucra a los folículos no atrésicos, los cuales presentan una capa  de l a  
granulosa  integra y uniforme. Las tecas  son  evidentes y están en contacto con la granulosa. 
I , a  m m b r m a  hasal csth intacta. No hay cdlulas con nilclcos picn6licos cn I n  granulosa, o 
bien son muy  escasos (< 5% al examinar un corte sagita1 hecho por los diámetros mayores 
del folículo). 

Atresia 11: Se  encuentran  algunas  áreas  discontinuas  en la granulosa, provocadas por 
el desprendimiento de algunas  células y presenta un porcentaje  importante (5-20%) de 
ctlulas con núcleos  picnóticos o fragmentado localizados  adyacentes a la cavidad antral. L a  
membrana basal se conserva  intacta. 

Atresia 111: Las perforaciones de l a  capa  de  la  granulosa  están  asociadas  con 
extensas áreas de  núcleos  picnóticos  de  esta capa. Se observa un número de leucocitos 
extravazados,  lo  cual se correlaciona con el rompimiento  de la membrana basal. En esta 
etapa es posible dcrnostrar la presencia de linfocitos T citotóxicos en la pared folicular 
(Dukovsky ct al, 1984). Frecuentemente se observa hipertrofia dc la teca (Guraya and 
Grecnwald, 1964). 

Atresia IV: Se perfora la  capa  de la granulosa, ademhs de una separaci6n parcial de 
la teca interna. Los núcleos picnóticos son  evidentes en ambas  capas, a pesar de  que  el 
número total de  células  con núcleos picnóticos es menor que en el estado anterior, 
probablemente a causa de la fagocitosis  de las células  degeneradas por los macrófagos. El 
ovocito inicia su scparaci6n de la pared folicular. 

Atresia V: Los fragmentos residualcs dc la granulosa cs16n totalnlcntc separados de 
la teca. Los capilares de la teca y el ovocito han desaparecido. El folículo  se encuentra 
encogido  y  puede haber colapso  total de las  paredes, aparentemente debido a la contracción 
de tejido muscular liso que han sido  descrito  en la teca  (Mota and Familiari, 1981). 

2.1. Comhios n1orfi)ldgicos y hioprírnicos ohservado.7 drrontc lo atresia. 
La atresia  sigue dos patrones diferentes  durante el desarrollo folicular: en los 

folículos  preantrales involucra cambios  degenerativos  que inician en el ovocito y continúa 
hacia las cdlulas dc la granulosa, mientras que el ovocito tiene una resistencia al proceso 
dcgenerativo en los folículos en los  que ya se ha formado el antro folicular  (Tilly  et al, 
1995a; Grcenwald and Terranova, 1988). 

La atrcsia folicular inicia con la presencia dc núcleos picnóticos cn las cblulas de la 
granulosa (Hay et al, 1976; Hishifield and Midgley; 1978; Byskov, 1978), en los foliculos 
que  se  consideran  sanos  existe  un número menor al 10% de  células  de la granulosa con 
núcleos picnóticos  que se localizan cerca del antro folicular (Byskov, 1974), cuando inicia 
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l a  atresia sc  obscrva  cntrc 10-30?4 de las cdlulas de la granulosa que mucstran nilclcos 
picnóticos (Nirshfield,  1989 . AI mismo tiempo  se  observa  una  reducción o ausencia de la 
incorporación de  timidina ( H) dentro  de  las cClulas de la granulosa lo que  significa una 
reducción de cClulas en la fase de  síntesis del ciclo celular (Byskov,  1974; Hishifiel and 
Midgley, 1978; I-lirsl~ficld, 1989; Grecnwald,  1989). L a  FSI-I puedc cstinlular la síntesis de 
ciclina I> cn los I'olículos sanos (Sicinski ct al, 1996), micntras p53 sc manificsta y 
manticne en arrcsto a las cdlulas dc l a  granulosa cn la lhsc G 1/S c inicia l a  apoptosis lo cual 
disminuye el número  de  células en  la  fase  de  síntesis del ciclo celular  (Kim  et  al, 1999). En 
las  células  de  la  granulosa  de  folículos atrésicos, está presente la  forma  activa  de  la 
endonucleasas  dependiente  de Ca+2/ Mg+* mientras que la endonucleasa inactiva se 
cncucntra cn los li)lículos  sanos  (Zclcznik  ct al, 1989; Boonc e l  al, 1995; Boonc and 
Tsang, 1997). 1,a caspasa 3 sc cncucntra activada cn los folículos atrdsicos (Boone and 
Tsang,  1998; Van Nassauw  et  al, 1999) mientras  que en los folículos  sanos  se encuentra 
inactiva  como  procaspasa-3  (Robles et al,l999). 

En  todas  las  especies  estudiadas, la atresia  se  correlaciona  con un descenso  en la 
síntesis  de  estrógenos  y un incremento en la producción  de progesterona. (Uilenbroek et al, 
1980; Tcrranova, 198 1 ; Maxson ct al, 1985),  csto  es  como  consccucncia  dc l a  disminuci6n 
en  la expresión de RNAm para la aromatasa y receptores a gonadotropinas (TiIly et al, 
1992)  este  descenso en la expresión  de RNAm de  aromatasa no es el resultado de un 
descenso total dc la  síntcsis  dc  RNA en los  folículos atrksicos, pucsto  quc los niveles de 
RNA ribosomal no disminuye  (Hsueh  et al, 1994). La  disminución en la cantidad de 
estrógenos  se  ha  atribuido tambih a un descenso en la actividad de l a  C17,20-  liasa de la 
teca, lo que  conducc  a un descenso  de  andrógenos que pueden ser aromatizados  en  las 
cdlulas dc l a  granulosa ('Tsafriri  and Eckstcin,l986;  Tsonis ct al, 1984). Otros  cstudios 
donde  se  observa el comportamiento  de la proteína reguladora esteroidogénica (StAR), que 
importa  colesterol de la membrana mitocondrial externa  a la membrana mitocondrial 
interna (Stocco and Clark,  1996) necesaria para proveer el colesterol a la mitocondria para 
cl metabolismo dc l a  prcgncnolona (Millcr, 1988), esta proteína aumenta  su  expresi6n  en 
las  cClulas de la granulosa y disminuye en cdlulas de la teca durante el progreso de la 
atrcsia lo quc  cxplica la sintcsis dc progesterona en estas cdlulas durantc la atrcsia (Bao et 
al, 1998)  aunado a la exprcsibn  de la 3-beta-I-IDS en las cdlulas dc l a  granulosa de los 
foliculos atrésicos requerida para el metabolismo de la progesterona (Breitenecker  et  al, 
1978). 1,ns c6lulas dc la granulosa  durante l a  apoptosis muestran un rcorganización de los 
filamcntos dc actina que forman una rcd esfdrica que separa los organelos  de la cClulas de 
las Arcas cn que sc csthn formando las vcsiculas apopt6ticas en la mcmbrana plasmhtica 
(Pitzer  et  al,  1996), así las  células  de la granulosa no pierden sus  organelos  que intervienen 
en la esteroidogénesis  como la mitocondria, retículo  endoplásmico  liso,  lisosoma  y gotas de 
lípidos. Esta compartamentabilización  de los organelos  esteroidogénicos alrededor de  la 
regi6n perinuclear  permite el metabolismo de progesterona en  las  células  de la granulosa 
apoplhticas Ilasla cl colapso total (I'itzcr ct al, 1996). Algunas obscrvacioncs indican quc 
cxistc 11na clcvacibn tcmporul clc la cslcroidogcncsis  clcspuh clc l a  ildtlcciGn clc ntrcsin 
folicular (Miro and I iillicr, 1996). Durantc la apoptosis parcce estar confinada la actividad 
mdticatalítica :I L I I X ~  Arca dcnominadn proteosoma, que csth prcscnte cn las cklulas de la 
granulosa (Lcibovitz et al, 1995), este  proteosoma es trasladado al espacio  donde se 
cncucntran las hurhrl.j;ls dc la mcmbrana citoplhsmicn (Pitzcr ct al, 1 O%), csta traslocación 
protcgc ai aparato cslcroidogdnico localizado cn la rcgión pcrinuclcar dc In dcgradacibn por 
el apoptosonla  (Amsterdam and Selvaraj, 1997). 
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Sc observa u n  dcsccnso marcado cic la vascularidad dcl foliculo antes dcl colapso dc 
la capa de la granulosa.  (Murdoch, 1992). Antcriormcntc  sc  pcnsaba  que la atrcsia cra cl 
resultado de un suplementación  sanguínea  inadecuada  (Greenwald,  1989; Hay et al, 1976), 
sin cmbargo no se cncontraron difcrencias  significativas  entre el gasto sanguíneo del 
folículo normal y los folículos en etapas  tempranas de atresia  (Bruce y Moor, 1976). 

Las células  dc la granulosa degeneran y se  separan  de la capa basamenta en los 
cstados  avanzados  dc la atrcsia  (Hay  et  al,  1976; Hirshficld and Midglcy, 1978; Junqueira 
et  al,  1989;  Rajakoski,  1996),  se  fragmenta la lamina basal (Bagavandos  et  al,  1983); 
mientras que en los estadios  finales de la atresia  se observa una reducción del número de las 
cdulas  de la granulosa  (Hill  and White, 1933, Bomsel-H. et al, 1979; McNatty et al,  1979). 
Los residuos de ácido  siálico  de  los  glicoconjugados que se  exponen  durante la atresia 
(Kimura  et  al,  1999) rcgulan negativamente la adhesión celular (Hoffman and Edelman, 
1983, Rutishauscr ct al, 1988) y pueden jugar un papel irnportantc cn la scparación de la 
capa de las células  de  la granulosa en los folículos  atrésicos  (Kimura  et al, 1999). La 
reducción del número  de  las  células  de  la granulosa es la consecuencia  de la fagocitosis  de 
las células  de la granulosa  apoptóticas por las células vecinas  viables y por macrófagos 
( I  Isuch  ct al, 1994, Gaytan ct al, 1998). Los sistcmas de rcconocimicnto dc azilcar como la 
interacción entrc  azucares  específicos  de  las  membranas  de las células  apoptóticas y su 
rcccptor t ipo lectina c11 al mcmbrana citopl6smica dc las cdlulas fagocíticas, son uno de los 
mecanismos clave  de  reconocimiento  de las cblulas apoptóticas (Savill et  al, 1993), aunque 
el mecanismo  de  reconocimiento  de  la  célula apoptótica es  específico  para  cada  tipo 
celular, existen  múltiples  métodos  de  reconocimiento,  en  las  células de la granulosa los 
glicoproteinas  como  Sia-alfa-2,6Gal/GalNAc que se localiza en la membrana citoplásmica 
dc Ins ctlulas  dc la granulosa de los folículos  atrésicos, y quc est6 auscntc en los folículos 
sanos (Kimura et a l  1998a, Kimura ct a l ,  I998b), pucdc cstar involucrada en cl 
reconocimiento  de  las  células  de  la  granulosa por las  células  fagocíticas  (Kimura  et  al, 
1999). Mientras  que las células  sanas pueden reconocer a  las  células  muertas al expresar 
receptores  como los de fagocitosis  clase  B  tipo 1 (SR-B1) que  normalmente  tiene  una  alta 
afinidad a lipoproteinas  de  alta densidad (HDL) (Acton et al, 1996; Rigotti et al, 1997; 
Kozarsky et  al,  1997) y participan en la importación  selcctiva del colesterol  HDL  (Acton 
et al, 1994; Acton ct al,  1996; Murao et al, 1997; Fluiter et  al, 1998). SR-BI  se encuentra en 
los sitios  donde  se utiliza colesterol necesario  para  el metabolismo de esteroides, como la 
glándula adrenal,  el  ovario,  el testículo, e  hígado  (Landschulz  et al, 1996, Johnson et al, 
1998). SR-BI y otros  miembros  de la familia de receptores  de  fagocitosis  están 
involucrados cn la dcfensa dcl hudspcd contra pat6gcnos cxógcnos así como en el 
rcconocimicnto de moldculas dafiadas y ctlulas apopt6ticas (Ren ct al, 1995; Franc et al, 
1996; Krieger,  1997;  Suzuki  et al, 1997; Terpstra  et al, 1997;  Murao  et  al, 1997). Puesto 
que SR-BI puede unirse a los fosfolípidos aniónicos (Rigotti et  al,  1995) y a  que  en la 
apoptosis  se  expone la fosfatidilserina un fosfolípidos  aniónicos  sobre la superficie de  las 
cdlulas pr~cdc participar cn el reconocimiento de las cdlulas apoptóticas (Fadok et al, 1992, 
Savill ct ill,  1003). I)urantc el tlcsarrollo nonnnl SR-131 se cxprcs:;' n1hs cn Ins cdlulas clc I:I 
tcca que cn las otras  células foliculares (Landschulz et al,  1996,  Johnson  et al, 1998, 
Mizutani et al, 1997, Li et  al, 1998). Esto indica  que SR-BI tiene un papcl importante en la 
incorporación dc  colesterol  HDL para la produccih de  hormonas  cn  estos tejidos. En la 
atrcsia se  incrcmenta la expresión  de  SR-BI  en las cClulas de la teca y puede estar 
participando en cl reconocimiento  de  las  células  de la granulosa que muestran apoptosis por 
cdlulas sanas  quc no cstcin especializadas en la fagocitosis  (Svensson  et al, 1999). 
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Las células de la teca muestran hipertrofia extensa  durante la atresia  en humano, 
rata, y conejo  (Erickson et  al,  1985),  en  ovinos, la teca  muestran  degeneración similar a  la 
granulosa en  estados  avanzados  de la atresia  (O'Shea  et  al,  1978),  las  células  de la teca de 
los folículos  de  hamster no muestran cambios morfológicos marcados  a pesar de ocurrir 
una reducción de la vascularidad folicular y del  colapso total dc la granulosa (Greenwald, 
1989). El destino final de las  células  de la teca durante la atresia varía  entre la diferentes 
especies, en  las  ratas  las  células  de la teca  pueden  dar  origen  a  las  células intersticiales 
secundarias  (Erickson et al, 1985)., mientras que  en el conejo  y en la oveja los folículos 
atrésicos  desaparecen  dentro  de  7  días (Hill and White, 1933). 

El ovocito  experimenta  cambios  meióticos  en  etapas  tardías de la atresia folicular. 
( I  lirsi~ficld, I980 Dysl~ov, 1974), el ovocito muestra rompirnicnto dc la vesícula germinal 
por lo que se ha denominado seudomaduración (Erickson  et al, 1985), muy probablemente 
como rcsultado dc los cambios en la scííal dc las células  dc la granulosa y a una 
disminución de la proteína  conesin 43 de  las  uniones  comunicantes  (Wiesen and Midgley, 
1994). La respiración de un  ovocito  morfológicamente normal que  proviene  de un folículo 
atrésico cs muy similar al de los ovocitos  de las folículos  sanos, lo cual está indicando que 
aun cn la atresia el ovocito no cxpcrimcnla  cambios  dcgcncrativos  (Magnusson  et al, 1983), 
incluso los ovocitos  de  ovejas  y de ratas tomados  de  folículos  atrésicos pueden ser 
fertilizados i n  vitro y son  capaces  de mostrar desarrollo  embriológico,  similar  a los sanos 
(Tsafriri and Braw,  1984).  La  degeneración del ovocito  ocurre  en  etapas  tardías  de la atresia 
(Driancoura, 1991). 

El estudio  de la atresia  en los ovarios de los  mamíferos,  se ha centrado  en el 
comienzo de la vía de trasducción de la señal y los efectores  que  activan el inicio de  la 
muerte apoptótica,  hasta  ahora  se  conoce  poco relativamente de los componentes 
intracelulares y  eventos involucrados en este  proceso (Tilly et  al, 1995a; Tilly, 1996; Kaipia 
and Hsueh,  1997).  La  apoptosis  celular en los  folículos  del  ovario es regulada por hormonas 
de la hipófisis, así  como por factores de crecimiento,  citocinas  y  esteroides (Billig et al, 
1993;  Hsueh et al,  1996).  Muchos  de  estos  factores  son  importantes  para mantener la 
proliferación celular y para mantener la viabilidad celular. 

3. I .  GontrtJo\r.opinas y,factores de crecimiento  en la atresia. 

Algunos  estudios han demostrado  que  las  gonadotropinas  suprimen la apoptosis  de 
las cdlulas de la granulosa en condiciones in vitro de los  folículos  preovulatorios (Byaskov, 
1978, Billig et  al, 1994, Chun et  al, 1994, Hirshfield and Nidgley,  1978,  Schwartz, 1974). 
Experimentos in vivo tambih han confirmado  que los folículos  antralcs  destinados  a sufrir 
atresia  (Hsueh  et  al,  1994), pueden ser  rescatados en una fase temprana por gonadotropinas 
exógenas  (Braw and Tsafriri, 1980, Hay et  al,  1976) o pueden  ser  rescatados  de la atresia 
por FSH  endógena  (Tilly et al,  1991,  Chun  et al, 1996) así mismo la adquisición de 
receptores a  FSH es esencial  para  la  diferenciación y para  la  maduración del folículo 
(Adashi, 1994); sugiriendo  que  FSH y LH  son  hormonas  importantes  en  este proceso. La 
atresia folicular se ha asociado  con  un  descenso en la respuesta  a FSH y a  una reducción en 
los niveles del RNAm para el receptor de  FSH  (Tisdall  et  al, 1995, Xu et  al, 1995b, Tilly et 
al, 1992). 



Las  células de la granulosa  sintetizan  péptidos bioactivos, que afectan la liberación 
de FSH de  la hipófisis, la inhibina  es un heterodímero  formado por dos subunidades una 
alfa y otra  beta  (Amsterdam  and  Selvaraj,  1997)  mientras  que  activina es una proteína que 
se  considera un homodímero  formado por dos  subunidades beta (Cataldo  et  al,  1994), 
finalmente la folistatina es una  simple  cadena  polipectídica  que  puede  unirse  a  inhibina  y 
activina  en la subunidad beta y neutralizar su actividad (Amsterdam  and  Selvaraj,  1997) 

La primer  función identificada de la activina A producida en  las  células  de la 
granulosa es estimular la liberaci6n de FSH de la hipófisis  (Ying,  1988) así como estimular 
la formaci6n  de  receptores  a  FSH  en  la  hip6fisis (Hasegawa et  al,  1988;  Xiao et al,  1992)  e 
incrementando los niveles  de  RNAm para FSH (Xiao et al, 1990;  Miro et al, 1991). En 
células  de la granulosa la activina A aumenta la actividad de la aromatasa  inducida por FSH 
(Hutchinson et  al, 1987; Miro et al, 1991), El número de  sitios de unión a LH (Sugino  et  al, 
1988), la produccih  de progesterona  (Hutchinson  et  al,  1987;  Sugino et al, 1988) y el 
RNAm de  folistatina (FS) (Michel et al, 1992). 

La  administración  sistémica de activina A, en  monos,  puede perturbar la 
foliculogénesis  (Stouffer  et  al,  1993), la activina A pueda tener una  acción atretogénica 
sobre el desarrollo  foiicular  de  acuerdo  a  estudios in vivo usando ratas de 25 días  de  edad 
(Wootlrufr ct al, 1990). En otros modclos cclularcs, la activina A, sc ha rcportado inducc 
muerte celular en los mielomas  (Nishihara et al, 1993), mientras que la sobre  expresión  de 
Bcl-2 suprime  la  apoptosis  inducida por activina  en  otros  modelos  celulares  (Koseki  et  al, 
1995). Sin  embargo  la posible interacci6n entre Bcl-2 y activina  en la regulaci6n de la 
apoptosis de células de la granulosa no se  ha establecido (Amsterdam and Selveraj, 1997). 

El efecto inhibitorio de folistatin sobre la activina A se  observa  con  más claridad en 
los  ovarios  de  ovejas  que  muestran  cambios en  la  expresión  de  RNAm para folistatina y 
activina  durante la maduración  folicular  y  atresia (Braw-Tal, 1994). Interesantemente, la 
expresión  de  RNAm de folistatina  en  células  de la granulosa  de  folículos  sanos  es muy alta 
y se  localiza una acumulación  mayor  en  células  de la granulosa  que  forman el cúmulos, 
comparadas  con  las  células  más  cercanas a la  capa basamental del  folículo  sano (Braw-Tal, 
1994). Sin  embargo,  durante la atresia folicular, los niveles de RNAm para folistatina en las 
células  de  la  granulosa  declinan y aumentan  los de activina, finalmente desaparecen 
folistatina  cuando  progresa la atresia, persistiendo solo en las células  del  cúmulos (Braw- 
Tal,  1994). Por otro lado otros  condiciones  que pueden contribuir  a la 
compartamcntalizació~~  dc la muerte celular en el  folículo,  que se han observado, que la 
cantidad dc  cdulas dc la granulosa quc mueren es mayor en la capa  dc la granulosa  que da 
a l  antro r'olicular comparada  con  las cdlulas que esthn hacia la capa basamcntal dcl folículo, 
mientras  que la apoptosis no ocurre en las  células  de la granulosa del  cúmulos (Yang and 
Rajamahendran, 2000), podría  explicarse  a  demás  de la diferente  expresión  de folistatin a 
su diferente  actividad  esteroidogénica  de  las  células de la granulosa  de bovinos 
principalmente entre las células de la granulosa  del  antro  contra  las del muro (Rouillier et 
al, 1996),  además se  ha sugerido  que la capa basamental folicular juega un papel importante 
en trasmitir señales de supervivencia  y así prevenir la apoptosis  de  estas células que  se 
encuentran más  cercanas  a  esta  (Amsterdam et  al, 1998) 

La  inhibina  puede  funcionar  como una proteína supresora de tumores ya que  se ha 
observado  que  ratones  que no producen inhibina-alfa desarrollan tumor  en el estroma del 
cordón sexual ganadal  (Matzuk  et al, 1992), las cdlulas del tumor gonadal de 10s ratones 
deficientes  en la inhibina-alfa no se multiplican  al  compararlas  con  las cdlulas de tumor 
ganadal dc  ratones  deficientes CII inhibina-alfa y p53 que proliferan rhpidamentc (Shikone 
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et  al,  1994),  lo  cual  sugiere  que la inhibina-alfa bloquea  a p53. Por otro lado, posiblemente 
la inhibina  alfa  pueda  interactuar  con  el gen bcl-2,  favoreciendo  que  se  exprese bcl-2 y por 
consiguiente  se  suprima  la  apoptosis  de  las  células del folículo en  el  ovario  de ratas (Hsu  et 
al,  1996). 

La unión de  las  gonadotropinas  a  su receptor de la memb,rana de  las  células  de la 
granulosa  activan  la  vía  de la proteína cinasa  A (PKA) (Leung  and  Steel, 1992) lo cual 
favorece la formación de los  factores de crecimiento insulinoides IGFs por los  células  de  la 
granulosa  en  respuesta  a gonadotropinas (Giudice,  1992). Se  ha  demostrado  que  la acción 
antiatretogénica  de FSI-I es parcialmente mediada a travds de la producción local de IGF-I y 
la activación de la vía del receptor de  la  tirosina  cinasa  (Chun  et  al,  1994;  Hsueh  et al, 
1996). FSN e IGF-I se han considerado  como  factores de supervivencia  capaces de 
estimular la producción  de estrógeno in vivo  e in vitro (Adashi et al, 1985,  Manikkam and 
Rajamahendran,  1997;  Guthire  et  al,  1997)  estudios in vivo han implicado al estrógeno 
como una hormona  antiapoptótica  en  los  foliculos del ovario,  mientras  que los andrógenos 
son proapoptóticos  (Billig  et  al, 1996; Billig et  al,  1993),  principalmente los estrógenos 
incrcmcntan la cxprcsi6n  dc  Bcl. XL (Pike,  1999) y bloqueando la  activación  de la caspasa 
3 (Gotz  et  al,  1999). Al mismo tiempo que  ocurre la apoptosis en  folículos atrésicos se 
correlaciona  con un descenso  en  los niveles del  estrógeno  intrafolicular  (Tilly  et  al, 1992, 
Carson et  al, 198 1) y RNAm  de  aromatasa  (Tilly  et  al, 1992). 

Algunos  estudios  que utilizan células  de la granulosa  en  cultivo, indican que 
tratamientos con FSI-I, LH e IGF-I son inefectivos en prevenir la apoptosis espontánea, a 
pcsar de su acción antiapoptótica, puesto que los receptores de FSI-I están  exclusivamente 
presente en  las  células de  la  granulosa,  esto  sugiere un importante papel de  las células de la 
teca. IGF-I es  inefectivo en prevenir la apoptosis  espontánea  en  células  de  la granulosa en 
cultivo, pero son  capaces  de  suprimirla en los folículos en cultivo  (Giudice, 1992; Chun et 
al, 1994).  Puesto que los células  de la granulosa es la fuente principal de IGF-I en las ratas 
(Zhou et  al, 199 1) y ovejas (Tisdal et al, 1999,  y que los receptores de IGF-I se expresa en 
las células  de la granulosa y en las células  de  la teca en roedores  (Zhou et al, 1991), en la 
oveja se han identificado  solo el receptor IGF en las células  de la granulosa (Monget et al, 
1989), se puede  decir  que  las  gonadotropinas  estimulan la producción de IGF-I por  las 
células  de la granulosa, y la secreción de IGF-I actúa  sobre  las  células de la teca para 
cstimuhr In producci6n de  EGFITGP-a y que  este  u  otros factorcs puedcn difundir hacia 
las cdlulas clc la granulosa para inhibir la apoptosis. 

Usando las cdlulas de los folículos  de  ovarios  de ratas tratadas  con PMSG, se ha 
estudiado  el papel dc  EGF y bFGF en la apoptosis. Ctlulas  de la granulosa cultivadas con 
EGF, TGF-a, o bFGF inhiben el inicio de la apoptosis,  mientras  que  tratamientos  con IGF- 
I, TGFP, o el  factor de necrosis tumoral-alfa (TNFa)  son inefectivos  (Tilly et al, 1992b), al 
adicionar u n  inhibidor dc la proteína cinasa  (genistein) al medio de  cultivo  se bloquea 
completamente la habilidad de EGF, TGF-a, y bFGF para  suprimir la apoptosis en las 
células de la granulosa  a  través  de la vía de la tirosina  cinasa  (Yaish  et  al, 1988).Algunos 
estudios han demostrado  que EGF se produce en las  células de  la  teca  de  folículos  de  rata, 
(Skinncr c l  al, 1982) micntras que  otros trahjos realizados con autoradiografia demuestran 
que  existen  sitios de uni6n a EGF en  las cClulas de  la  granulosa de 10s foliculos de rata 
(Chabot c l  al, 1986). Inmunocitoqui~llica~ncnlc sc ha localizado la protcina TGF-a en la 
kc,? y cn Ins cdulns intcrsticiales en ovarios de ratas (Kudlow  et al, 1987) y bovinos  (Lobb 
et al, 1989). ES posible pensar  que la muerte  de  las  células  de la granulosa  puede ser 



inhibicia por acciones parkrinas  dc EGT/TGF-a producida por las cdlulas dc la tcca y por 
acciones  autócrinas o parhcrinas de bFGF sintetizado en las células de la granulosa (Hsueh 
et al, 1994). 

Miembros  de la familia del IGF  así  como  sus receptores, proteinas de unión 
(IGPBP) y  dc protcasas dc IGFBP que  se han encontrado dentro del ovario (Giudice, 1992; 
Adashi ct al, 1985). La acción dc las IGF puede ser antagonizado por miembros de la 
familia  de  proteinas  que unen IGF (IGFBPs)  (Giudice, 1992). Mientras  que  las 
gonadotropinas  disminuyen  la producción de IGFBPs,  aumentan la producción y 
biodisponibilidadde IGF-I, lo cual impide la apoptosis  (Adashi  et al, 1990; Filder et  al, 
1993). Las IGFBP tienen acción opuesta  a los IGFs , las  proteínas de unión pueden 
disminuir la síntesis dc DNA y la esteroidogdnesis in  vitro, (Bicsak et al,  1990;  Mason et al, 
1992; Chandrasckllcr c l  al, 1995). Los IGFBP participan cn l a  atresia folicular y la 
apoptosis  de las células de la granulosa, que  ocurre en los folículos in  vivo e in vitro (Chun 
et al, 1994;  El-Roeiy  et  al,  1994;  San  et al, 1993).  Los  niveles  en el líquido folicular de 
IGFBP-4 son  mucho  más  altos en el  folículo atrksico que  en  los  folículos sanos (San et  al, 
1993; Sclluller et  al, 1993). En los folículos atrdsicos las cdlulas de la granulosa expresan 
I<NAnl de fGl~131)-4 (Pwg ct al, 1996), micnlras quc en los rocclorcs se cncucntra una 
sobrc  expresión dc IGFBP-4 en las cdulas  de la granulosa de  los  folículos atrdsicos la cual 
sc incrcmcnta con cl grado  dc atrcsia (Erickson ct al, 1992a, b). En la ovcja se ha 
encontrado que se  expresa el mana de IGFBP-5 en las cClulas de la granulas  de folículos 
atl6ticos (Besnard ct al, 1996). Las gonadotropinas in vitro disminuye la acumulacih de 
IGFBP-4 del medio, y  aumenta la expresión del RNAm de IGFBP-4 en un 50%  en cdlulas 
dc la granulosa  (Cataldo ct al, 1998), en los foliculos sanos  existc un aumento en la 
cxprcsibn dcl RNAm de IGFI3I’-4 cn  cl foliculo  sano (El-Rociy ct al,  1994), micntras quc 
las gonadotropinas  estimulan  la producción de  proteasa de IGFPB-4 por las cklulas de  la 
granulosa  de los folículos antrales sanos  mientras  que  en los folículos atrésicos está ausente 
y favorece su acumulación en el líquido folicular (Chandrasekher ct al, 1995). El Interferón 
gama,(lNFy) una citosina, producida por los linfocitos quc invadcn c1 cuerpo liltco cuando 
se  desintegra la membrana basamental folicular  durante la ovulación  (Wang  et  al, 1992; 
Parrar and Schrcibcr,  1993), puede promover la expresih del rcccptor de Fas por las 
cdulas  dc la granulosa  (Xiao  et  al, 1992; I-Iakuno et al, 1996), el INFy aumenta los niveles 
de  IGFBP-4 en el medio  de  cultivo sin afectar la  expresión  de RNAm para  IGFBP-4  pero  se 
observa un descenso  en la actividad de la proteasa IGFBP-4 (Cataldo  et al, 1998). La 
activina A producida por las cklulas de la granulosa  puede promover l a  acumulación de 
lGl;l3P  por cstas cdlulas y puede participar en promover la apoptosis (Cataldo ct al, 1994; 
Stouffcr et al, 1993; Woodrouff et  al, 1990). 

Las gonadotropinas  pueden por otro  parte  favorecer la sobre  expresión  de proteinas 
inhibidoras  de la apoptosis (AIPs), principalmente de Hiap y Xiap,  las  cuales  se consideran 
factorcs dc supcrvivcncia (I-Iakuno et al, 1996; Johnson et al, 1996; Nartin and Green, 
1995) pucsto cluc Xiap puede unirse a la caspasa-3 y -9 activada c inllibir la apoptosis 
(Daveraux  et  al, 1997, Takahashi et al; 1998; Meier et  al,  2000;  Sun ct al; 20OO), mientras 
que Hiap  interactúa  con el receptor de  TNF,  principalmente  con  TRADD formando un I 

complejo de supervivencia  (Smith  et al, 1994)  que  facilita la proliferación celular inducida 
por TNF-a (Lee  et al, 1997). 



3.2. Inicio de la atresia por ligandos y receptores  en  la  membrana  celular. 

El factor  de  necrosis tumoral alfa (TNF-a) induce apoptosis  en  algunos tipos 
celulares (I-Iellcr and  Kronke,  1994; I-Iannun, 1996). Después de la activación del receptor, 
dos proteínas, la  proteína  de unión al dominio de muerte del receptor TNF (TRADD) y 
otra proteína de unión al dominio  de  muerte  del receptor Fas (FADD)  forman un complejo 
en la región intracelular  del receptor de TNF-a que  desencadena  la  muerte  celular,  también 
conocido  como  dominio  de muerte (Hsu, et al,  1995; Chinnaiyan et al, 1996) o complejo de 
sefialización que induce  muerte (DISC) (Nagata and Golstein, 1995). La uni6n del 
complejo TRADD y FADD activan a la caspasa-8  que puede inducir apoptosis  (Muzio  et 
al, 1996; Boldin  et  al,  1996;  Kumar and Lavin, 1996; Alnemri et  al,  1996), la procaspasa-8 
se une al complejo  con FADD y al activarse la  caspasa-8 es liberada  del  complejo  (Nagata 
and Golstein, 1995). Se ha observado que TNF-a induce la producción de  ceramida  en  los 
lisosonlas y quc  como ya sc mencionó estci involucrada en la citotoxicidad (I-Ieller and 
Kr6nkc, 1994; K d l  and Cuatrccasas; I98 1 ; Watanabc ct al, 1988; Watanabc ct a l ,  1989; 
Watanabc et  al, 1988). TNF-a puede inducir apoptosis en las cClulas de la granulosa de 
aves y tiene un papel importante en la atresia folicular (Witty et al,  1996),  antes  de inducir 
la muerte en las  células  ováricas,  la  acción  primaria  del TNF-a en el ovario es, inhibir la 
producción de  progesterona (Roby and Terranova,  1990),  estrógenos  (Adashi  et al, 1989) y 
andrhgcnos (Andrcani et  al, 1991). TNF-a puede  ser producido por las células de la 
granulosa y de la teca  (Chen et al,  1993). Se  ha demostrado que TNF-a una  vez unido a su 
rcccptor pucdc dcsencadcnar la degradación intracelular de  esfingomielina a ceramida, lo 
cual puede  ser un evcnto temprano de la acción de  TNF-a (Pushkarcva ct al, 1995). Dcntro 
dcl ovario, la ceramida puede inhibir a P45Oscc (Santana et  al,  1996),  a la 3-beta- 
hidroxicsteroide dcshidrogenasa isomerasa (Santana et  al,  1996), la actividad de P450 
aromatasa (Santana et al, 1995) en las células  de la granulosa de rata y  puede inducir 
apoptosis  en las células de la granulosa de  aves  (Santana  et al, 1996). 

El receptor  Fas  pertenece  a la familia  de  las  glicoproteínas integrales de la 
membrana  celular  que  incluyen al receptor del  factor  de crecimiento nervioso y al receptor 
del factor de necrosis tumoral (Itoh et al, 1991). Su ligando (Fas  ligando (FasL) es una 
proteína homologa al factor de necrosis tumoral  que es conocido por ser un factor 
proapoptótico (Suda  et  al,  1993). La unión de FasL con  su  receptor  Fas o con  anticuerpos 
agonistas  conduce  a la apoptosis  de las cklulas portadoras del receptor Fas (Suda et al, 
1994; Yonehara et  al,  1989). El receptor Fas y su mensajero se han detectado  en cdlulas de 
la granulosa (I-Jakuno et al, 1996; Quirk et  al,  1995; Kondo et al,  1996). Hakuno et al 
(1 996) cl rcccptor Fas y Fad,  sc kan implicado en el control dc la apoptosis de las cklulas 
de la granulosa  durantc la atresia folicular de folículos antrales en varios especies de 
mamíferos  (Tilly ct al, 1995b;  Ilakuno ct al, 1996; Quirk et al, 1995, Kim et al, 1998; Kim, 
et  al, 1999). Fas/FasL también  se han involucrado en la regulación de la apoptosis  de las 
células de la granulosa en folículos  preovulatorios en ovarios  de  ratas  (Kim,  et  al, 1999). 
En  células  de  la  granulosa de folículos atrésicos  antrales de ratas, el  receptor  de Fas y FasL ~ 

forman  agregados,  posiblemente  esto  quiere  decir  que  se requiere de una oligomerización ' 

del  sistema Fas/FasL para la inducción de la apoptosis  (Rehemtulla et al,  1997).La 
supresión de  gonadotropinas resulta en la sobreexpresión Fas/FasL y la inducción de la 
atresia folicular.(Li et al, 1998).,  se ha demostrado  que en folículos Sanos  no hay  células del 
sistema  inmune,  así  como en otros  órganos  como  en el testículo y en los ojos, corno 

20 



consecuencia del alto  contenido  de  FasL  en  las  células  de  la  teca de  los  folículos sanos que 
funcionan como una barrera que induce apoptosis en células  inmunes  que contienen el 
receptor a Fas (Bellgrau  et al, 1995; Griffith et  al,  1995;  Parrott,  1960;  Streilein, 1995). 

3.3. Genes que participan  en  la atresia folicular. 

3.3, l .  Parnililr de Bcl-2. 

Se ha propuesto  que el destino de la célula  durante el desarrollo se decide por el 
balance entre  represores  e  inductores  de  muerte dentro de una cClula a un tiempo 
determinado  (Barinaga, 1994) En  el ovario, la atresia folicular representa un buen ejemplo 
de este  balance  entre represores e  inductores  de  la muerte (Tilly, 1993) que podría 
involucrar a  los  miembros  de la familia de bcl-2 para  desencadenar o inhibir la apoptosis  de 
las células  de la granulosa en la atresia. (Tilly et al, 1995). 

El gene dc bcl-2 sc identificó en las c6lulas malignas dcl sistclna inmunc cn 
humanos (Cclar ct al, 1986). La sobrc  expresión  de bcl-2 promucve la supervivencia en 
varios tipos cclularcs in vivo e in vitro (Nunez  et al, 1994; Nunez,l990)  que incluyen 
células del sistema  inmunes (Henderson et al, 1991; Sentman et al, 1991), ctlulas 
hematopoyéticas  (Vaux et al,  1988) y neuronas (Garcia  et  al,  1992).  En la familia  de Bcl-2, 
existen  miembros  proapoptóticos y antiapoptóticos (Vaux et al, 1988,  Bissonette et al, 
1992, Fanidi et al, 1992; Boise et al, 1993).Mcis ampliamente, los miembros de esta familia 
sc pucdcn dividir cn trcs grupos: 1).- Micmbros antiapopt6ticos  cntrc los quc sc encucntran 
ced-9, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y Bfl-I(Boise  et  al, 1993, Gibson et al, 1996, Choi et al, 
1995, Choi et al, 1997,  D'Sa-Eipper, 1998, Lin et  al,  1996,  Reynolds  et  al, 1994). 2).- 
Micmbros proapoptóticos, las proteínas de  este  grupo incluyen a Bax, Bak, Bok y Bcl-2 x 
sl,otl que no solo  antagonizan los efectos de las proteínas  antiapoptóticas de Bcl-2 sino  que 
ademas son capaces  de  activar la apoptosis en las ctlulas (Boise  et al, 1993; Chittenden et 
al, 1995a, Chinttenden  et al, 1995b, Farrow et  al,  1995, I-Isu et al,  1997a, Kiefer et al, 1995, 
Oltvai et al, 1993). 3).- Miembros  proapoptóticas  con  función  de  ligando,  que  se encuentran 
en  forma  solublc en el citosol Bad, Bod/Bim y Bid (Hsu et al, 1998, Wang et  al,  1996, 
Ynng et al, 1995) mientras que otras se  encuentran  en la membrana  mitocondrial,  como 
DiIdNbk, Dlk, I-Tarakiri/DPS, NTP31JNix y NIP3  (Chen  et al, 1999, Chcn et al, 1997, Man et 
al, 1996, IIcgdc ct al 1998, Imaizumi ct al, 1997, Inohara ct al; 1997,  Matsushima et al, 
1998). 

Cuadro l .  Miembros  de  la  familia  de Bcl-2. 
ANTIAPOPTOTICOS.  PROAPOPTOTICOS. 

Unidos a la membrana 
membrana mitocondrial con rnitocondrial. 
Los que no estan unidos a la 

función  de ligando. 
Ccd-9. Bad. Bax . 
.-_ 13cl-2. Bod/Bim. Bak. 
J ~ I - x I . , .  

Bfl-l. 
Mcl-l. 

Bcl-x short. Dcl-w. 
Bid. Bok. 
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En condiciones it? vivo se ha observado que las gonadotropinas,, reducen los niveles 
del RNAm de Bax. En folículos mantenidos en  cultivo  sin  gonadotropinas  se incrementan 
el  mensajero de Bax y no  se afectan los niveles de los mensajeros  de  bcl-2  y de bcl-1-x long 
esto permite concluir  que los niveles bajos  de Bax es la señal que determina la 
sobrcvivencia  folícular  (Tilly  et al 1995a).,y los niveles altos se relacionan con la atresia 
(Tilly et al, 1995; Knudson et al, 1995; Kugu et al, 1998). Algunos investigadores han 
identificado que los nivclcs de RNAm dc bcl-2 y bcl-xL son mayorcs cn las cdlulas de  la 
granulosa de los folículos  de  aves dcstinados a ovular con una mcnor probabilidad de sufrir 
atresia comparados  con  los  células  de la granulosa  de los folículos  menos maduros que 
tienen una alta  posibilidad de ser  atrésicos  (Johnson  et al, 1993;  Johnson and Tilly, 1994). 
L a  expresión  del  RNAm  de bcl-2 se ha reportado en ovarios  de gallinas (Nunes and Clarke, 
1994) y de ratas (TiIly et al, 1995); sin embargo el papel potencial en la vía de 
supcrvivcncia cclular  dc Bcl-2  cn  cl ovario no cs claro (I-Isu,  ct al, 1996). 1 3  cfecto de Bcl-2 
sobre la supervivcncia  dc los folículos del ovario in vivo se ha estudiado gencrando ratones 
transghicos que  sobre  expresan bcl-2 lo que  conduce a una disminución  de la atresia 
folicular (I-Isu et al, 1995). Por lo que  Bcl-2  puede  ser un factor de  supervivencia in vivo 
importante en el ovario del ratón (Hsu et al, 1996; Ratts et al, 1995). 

Una protcinas  quc intcractúa con Bcl-2, Bad (Yang et al, 1995), sc cncuentra como 
un ligando proapoptótico  quc  se une a miembros la familia de Bcl-2 antiapotóticas  en el 
ovario, Bad puede  ser regulado por proteínas como 14-3-3 y P11 (Hsu et al, 1997a; Hsu et 
al, 1997b; I-Isu et al, 1995). 14-3-3 es una proteína altamente  conservada  que  se encuentra 
en todos los organismos  eucariontes, la cual puede regular l a  actividad proaptótica  de Bad 
(Hsu and Hsueh, 2000) mientras que P11 una  proteína  inducida por factores de 
supcrvivcncia  como  hormonas  extragonadalcs, puede interactuar con Bad  (I-Isu et al, 1997b, 
Zha et al, 1996).  Cabe  señalar  que las proteínas 14-3-3 y P11 solo se pueden unir con Bad 
fosforilado (Leo  et al, 1999). La fosforilación de Bad juega un papel esencial sobre la 
inhibición de la actividad proapoptótica, IGF-I al  unirse a su  receptor  puede fosforilar a 
Bad (Datta  et al, 1997, Kulik and Weber, 1998) lo que facilitan su  unión  con la proteína 14- 
3-3 o con P11 , las gonadotropinas pueden favorecer la expresión de PI 1 lo que  conduce  a 
una disminución  dc la muerte celular (I-Isu et al, 1997b, Zha et al, 1996). 

Bod un ligando proapoptótico dc la familia dc Bcl-2 sc ha aislado del ovario (I-Isu et: 
al, 1997b, I-Isu et al, 1995). Bod, también conocido  como  Bim  (O'connor et al, 1998) 
interactúa con  diversas  proteínas  de Bcl-2 antiapoptóticas que incluyen Mcl-1, Bcl-2, 
Bcl.xL, Bcl-w, Bfl-1 para desencadenar la muerte  celular (Hsu et al, 1995). Similarmente a 
Bod, Bad puede  hcterodimerizarce con proteínas  antiapoptóticas de la familia de Bcl-2 
(Kelckar et al, 1997). 

Todo  parcce indicar que el miembro de la familia bcl-2 antiapotótico, Mcl-2 es un 
homólogo en el ovario  mamíferos  de  ced-9 del nemátodo C. elegans, que  en su momento 
dimeriza  con  miembros  proapoptóticos  de  Bcl-2,  Bok,  Bax, Bod, Bad,  apoptosis (Hsu et al, 
1997b, Hsu et al, 1998; Leo et al, 1999). La proteína antiapoptótica  Mcl-1 previene la 
apoptosis a l  impcdir la liberación del factor activador  de proteasas apotóticas (Apaf-1) el 
cual activa a las caspasas CII la fasc dc cjccución dc la  apoptosis, Apaf-I sc expresa ~ 1 1  

células  de la granulosa de humanos  y en ratones (Izawa et al, 1998,  Robles  et al, 1999) se 
menciona que las gonadotropinas  suprimen la expresión  de Apaf-1 y que  una proteína de la 
familia de Bcl-2 especifica del ovario, DivdBoo, es  capas  de unirse a Apaf-1 (Inohara et  al, 
1998, Song  et  al, 1999). 
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El Bok se ha identificado en el ovario,  testículos, y útero, como  una  miembro  de la 
familia  de  bcl-2  proapoptótico (I-Isu ct al, 1997a),  que se une prcferenternente con 
miembros antiapoptóticos  como Mcl. 1, Bfl.1, pero no interactúa con Bcl-2, Bcl-w, y Bcl- 
XL (Hsu and Hsueh,  2000).  Su habilidad para desencadenar la muerte requiere de su 
coexpresión con Mcl-1 (Hsu et al, 1997a). 

3.3.2.  P53. 

El gene p53,  cs un gen suprcsor dc tumor que ticnc un  importante papel en  el 
mecanismo  que  media la apoptosis en tejido extragonadal  (Gottlieb and Oren, 1998, Kaelin, 
1999, Yonish-Royah et al, 1991, Makriginnakis et al, 2000). El gen p53 interviene para 
reparar el genoma  celular  dañado por especies  oxido reactivas y radiación  ionizante (Kastan 
et al, 1991, Fritschen et  al, 1993). GI daño al DNA desencadena un incremento rápido en 
los nivelcs de la proteína p53, seguido por un  arresto del ciclo celular en la fase GI /S, p53 
01 activar cl  gcn WAF-l/CIP-1 un gen antiproliferativo (Crook et al, 1994; Waga, et al, 
1994; Levine, 1997; Aganval  et al, 1998); la acción de p53 permite reparar el dafio antes de 
que ocurra la síntesis de DNA o si el daño  es  muy  extenso puede desencadenar la apoptosis 
p53 y eliminar  a la célula para mantener la homeoestasis genética (Fritsche  et  al, 1993; 
Lowe et al, 1993; Gottlieb et al, 1994; KO and Prives, 1996; Levine, 1997; Long et  al, 
1997; Gottlicb and Oren, 1998;). 

p53 puede regular varias proteinas relacionadas con la apoptosis,  como  Bax, 
(Okamoto and Beach, 1994),  IGFBPs (Buckbinder et  al, 1995), y Fas. p53 puede actuar 
directamente  al  incrementar la actividad trascripsional del gen Bax o indirectamente al 
inactivar bcl-2,  promoviendo  la  apoptosis  (Otvai et al, 1993; Yiu et al, 1994; Hainaut 
1995). En cdlulas dc la granulosa de los  folículos atrésicos de rata cxistc una correlación 
positiva entre la apoptosis y la sobre  expresión  de bax cuando  se  disminuir la aportación de 
gonadotropinas  (Tilly  et  al,  1995a) mientras que p53 es  altamente  expresado  en cdlulas de 
la granulosa  apoptóticas (Tilly et al, 1995b). Se ha reportado que  (Muller  et al, 1997)  en 
folículos  moderadamente  atrésicos p53 se  localiza  en el núcleo de  las células de  la 
granulosa y simultáneamente se han detectado  Fas y FasL,  mientras  que en folículos 
severamente atrésicos  se observa una disminución  de p53 en el núcleo y un aumento del 
receptor Fas y FasL, estas  observaciones  aumentan la posibilidad dc  que  sc requiera dc la 
acumulación nuclear  de p53 para aumentar Fas  y FasL en  células  de la granulosa in vivo y 
que p53 es degradado  en  las  células  que  experimentan  estados  finales  de la apoptosis 
dcspués de la activación  de FasL (Kin et al,  1999).  La  sobre  expresión de p53  en  células de 
la granulosa rcsultn cn un incrcnlento del Fas y de  apoptosis (Kin et al, 1999). Es necesarios 
quc p53 sc fbsforilc para cjcrcer su cl’ccto apoptótico cn los folículos antralcs grandes (Kin 
ct al, 1999),  otros  cstudios  le han dado una gran importancia a la fosforilación de p53 
traslacción y traslocaci6n  al núcleo en  varios  tipos  celulares  (Siliciano et al, 1997; Kapoor 
and Lozano, 1998). Colectivamente  se  soporta la hipótesis que la traslocaciónción nuclear 
dc p53 en células  dc la granulosa es precursor del daño  durante la atresia  folicular (Keren- 
Tal et al, 1995; Tilly et a1,1995b, Kim et al, 1999). 

3.3.3. WI 

El gen tumor de Wilms  WTI  es un inhibidor del gen p53 el cual puede ‘evitar el 
inicio de  la  apoptosis  inducida por p53  (Davies  et  al, 1999),. WT1 se  ha localizado en las 
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ctlulas  de la granulosa  de  los  foliculós primordiales y sus papel mAs importante es 
mantener en estado latente  a los folículos  (Makrigiannakis et al, 2000). En  el ovario la 
expresión  del gen WT-I  se  ha  demostrado  que  puede ser regulado por gonadotropinas 
(Tilly et  al,  1995b). Se ha sugerido  que  existe una interacción entre  p53  y WT-1 para 
regular bcl-2 en  células  extragonadales  (Maheswaran et al, 1993), el cual  puede tener un 
papel importante  en el control de  la  muerte  celular  de la granulosa  durante  la atresia 
folicular (Amsterdam and Selvaraj,  1997). WT-1 puede reprimir la actividad promotora del 
gcn dc inhibina, l a  protcina de WT-1 interactúa directamente con cl promotor del gene de 
inhibina-alfa (Chun cl al, 1999). 

4. Remodelncicin tisular en el inicio de Iu atresia.foIicular. 

Otro mccanistno  que puede participar como  dcsencadenantc de la atrcsia folicular es 
la inadecuada  remodelación  del tejido ovárico y folicular. En ovarios  de cabra se  ha 
observado que  existe un incremento paulatino de la actividad enzimática lisosomal libre y 
unida relacionado  con  el  desarrollo normal de los  foliculos en las  cabras (Ballesteros et al, 
1992), esto puede  ser  una  consecunencia  de la acción de los ganadotropinas que puede 
Iabilizar a los lisosotnas y aumentar la liberción de  enzimas  de los lisosomas existentes, o 
bicn aurncntar cl milmcro de lisosomas y su labilización (Rahi and Srivastava, 1984 ;Elfant 
ct al, 1977). Otros cstudios en los cuales se induce superovulación con PMSG  se observa 
un uncremento de la actividad  enzimática libre y unida de  las  células de la teca  y que es 
posible que  estos  cambios en l a  actividad lisosomal sean  característicos  del crecimiento y 
maduración foliculares  (Rahi and Srivastava,  1984; Baños et al,  1996). 

5. Parlicipución de enzimas  lisosomales  en el inicio de la atresia. 

Alteraciones bioquímicas de  las cklulas de la granulosa  frecuentemente preceden 
cambios  morfológicos  definidos  en  las  células  de la granulosa  (Mori,  et al, 1982), estos 
cambios incluyen incremento de  enzimas lisosomales como la fosfatasa  ácida y 
aminopeptidasa (Lobcl ct al, 1961) que puede participar en la atresia folicular  (Ryan,  1981). 
El ovario de ratas dc 21 a 22 días  de edad consisten de  folículos  primarios  y preantrales, 
una simple  inyección  de la dehidrotestosterona (DHT) resulta de 12-18 mAs tarde en un 
drhstica reducción dcl suero  de FSI-I y LI-I, y esto es asociado 48 h postinyección con un 
incremento de la actividad de catepsina-D (una  enzima  lisosomal) en cklulas de la 
granulosa (Dhanasckaran and Moudgal, 1986). El incremento de la actividad de la catepsin- 
D iniciado por cl dcsccnso  de FSI-1 y LH es reversible al administrarce FSI-I. Los lisosomas 
pueden participar en el proceso de atresia folicular la membrana de la mitocondria, la 
membrana  celular, el laminin,  y  otros  complejos intracelulares pueden  ser  sometidos  a la 
degradación,  seguido  por la fragmentación del DNA debido a endonucleasas especificas 
(Liu et  al,  1996;  Darzynkiewicz  et  al, 1997). Tilly  y  colaboradores ( 1  992),  han encontrado 
un descenso  en  la  concentración  de  estrógenos  en  los  folículos  de  porcinos  que se puede 
correlacionar con la presencia  de  fragmentación  internucleosomal  del DNA que es una I 

evidencia de atresia folicular. Se ha observado  un incremento en la expresion  de catepsina 
D (Dhanasekaran and Moudgal, 1989). 
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IV. Muerte  celular en la atresia  folicular. 

Existen  diversas  teorías que tratan de explicar las causas que  originan l a  atresia 
folicular, las cuales han sido revisadas por Rosado y Rosales (1 99 1); estas involucran desde 
sustancias  intraováricas  capaces de inducir la atresia; la activación del  complemento, al 
dcstruirse las cdlulas dc la granulosa; cl dcsarrollo abcrrantc dc  rcccptorcs de la teca y 
granulosa; inhibicicin cn la síntesis  de novo dc estr6genos por las c6lulas dc la granulosa, 
por la falta dc la síntesis  dc novo dc  andrógcnos dc la tcca o por l a  falta dc  síntesis  dc 
cstrógenos en la granulosa por falta de reccptores que estimulen su síntesis; por la falta de 
cnzimas quc participan en la remodelacibn tisular y finalmente la reducción del aporte 
sanguine0  (que es consecuensia m&  que causa). Pero todas  ellas  dcbcn incluir finalmcnte 
un proceso que  involucra la producción de  la  muerte celular. 

L a  atresia  folicular es un  evento predominante en el ovario  que  puede ser l a  
consccuencia dcl inicio y progresión de la muerte  de las células de la granulosa  en  todas las 
especies de vertebrados  estudiadas en las que  se incluye al humano (Byskov, 1978; Hughes 
and Gorospe; 1991 ; Tilly et al, 1991;  Tilly,  1993; Billig et al, 1994;  Breckwoldt et al, 1996; 
Chun et  al,  1994; Jolly et al, 1997; Yuan and Giudice, 1997;  Makrigiannakis  et al, 1999). 
La mucrtc dc las cdlulas de la granulosa conducen a l a  destrucción de  la  capa que tapiza la 
pared interior dcl folículo (Rajakoski,  1996) y desencadenan  la atresia del folículo (Hughes 
and Gorospc, 1991) c incluso los cambios morfolbgicos asociados  con la atresia son 
cvcntos tardíos quc  ocurren  durante la muerte  celular (Tilly et al, 1991). La atresia es la 
consccucncia  dc  componentes  celulares  individuales  de l a  muerte  dcntro dcl folículo, por lo 
que es nesesario examinar la naturaleza de la muerte de las células  de  la  granulosa (Hughes 
and Gorospe, 199 1 ). 

La  muerte  celular es el proceso que  culmina  con la suspensión de la actividad 
biológica. En contraste con l a  quiesencia celular o latencia, que  también se caracteriza por 
disminuir su actividad biológica, los cambios  que acompañan a la muerte son irreversibles 
(1)arzynkicwicz ct al, 1997). 

U 1  proccso clc mucrtc sc ha dividido cn trcs fases dil’crcntcs una fasc dc induccibn o 
premitocondrial, una fase  efectora o mitocondrial y una fase de degradacibn o 
postmitocondrial (Kroemer, 1995; Thompson, 1995; Loeffler and  Kroemer, 2000). 

La  fasc  dc inducción o premitocondrial. Constituye una vía privada o particular en 
In cual se trnducc la sefial de muerte o las vías de daíío son activadas  dependiendo  de  cada 
cdlula (l‘hompson, 1995; Locfflcr and Krocmcr, 2000). 

I.,a fnsc cl’cctora o mitocondrial. Se ha postulado la cxistcncia  dc un “cjccutor 
ccntral” (Krocmer ct al, 1995) tambikn llamado “máquina  de muerte” (Martin and Green, 
1095). IJurnnlc csla fasc, sc permcabiliza l a  mcmbrana mitocondrial (Loefflcr and 
i<rocmcr, 2000). 1 ’ 1 1  1i1 nccrosis y CII l a  apotosis sc observa l a  clisminuci6n dcl potencial dc 
I I ~ C I I ~ I N I I ~ ~ I  111i~oc011dri~1l (Zt111zami ct : I I ,  1007). I,:t cnnticlacl clc mitoconclri:\s con una 
clis~ni~~ucicin clcl potcnci;d tlc 111cn11mna nitocondrial clctcrminarB cl t i po  clc mucrtc, c] cual 
pucdc ir dcsdc la nutofagia, apoptosis y necrosis  (Lemaster  et al, 1998). La permeabilidad 
mitocondrial sc consiclcra cl punto dc no rctorno del proccso cic mucrtc cclular (Penningcr 
and Kroemer, 1998). 



La fase  de degradacih o postmitocondrial. En esta  fase de degradación  se observan 
las manifestaciones  a nivel morfológico característicos  de  cada tipo de muerte celular 
(Penninger and Kroemer, 1998). 

l .   l .  Necrosis. 

El término necrosis del griego nékrosis “mortificación” se ha utilizado para 
describir  cambios  dramáticos  de la c6lula que  se observan después  de  ocurrir la muerte, 
estos  cambios incluyen cariolísis, picnosis y  cariorrexis  y  condensaci6n  en el núcleo y 
pérdida de  la  estructura y fragmentación  de la célula (Majno y Joris,  1995). 

La necrosis  involucra un dramático incremento en  el volumen celular  y la hinchazón 
de organelos  como  las mitocondrias con  pocos  cambios en el núcleo por lo que se  ha 
propuesto el término  de “oncosis” hinchazón para designar  este tipo de muerte celular 
(Majno y  Joris,  1995).  Estos  cambios  terminan con la disolución de  organelos  y la ruptura 
dc la membrana plaslnritica (Ogillara etal, 2000), seguido de la salida dcl contenido celular 
hacia el espacio  extracelular  acompañado de una reacción inflamatoria  (Trump  et  al, 1982). 
Estos cambios son debidos  a la pérdida de  la permeabilidad selectiva  de la membrana 
plasmática (Trump ct al, 1979, principalmente la disminución de la actividad de la bomba 
dc iones (Schanne ct al,  1979)  a  consecuencia  de la disminución intensa del ATP (Jennings 
and Reimer, 198 1 ; Ankarcrona  et al, 1995). La necrosis es acompañada de la pérdida de la 
asimetría  de la membrana  citoplásmica  que  se  observa como la exposición  de fosfatidil 
scrina en la cara  externa  de la membrana (Vermes  et al, 1995). En las  células normales los 
fosfolípidos se distribuycn  asimetricamente  en  la  membrana  plasmática la fosfatidil serina y 
la fosfatidiletanolanina  se  encuentran en la cara  interna  de la membrana plasmática. El 
mecanismo por el cual se  expone la fosfatidil serina involucra la inhibición de la flipasa 
traslocasa aminofosfolípido dependiente de  ATP (Tang et  al,  1996) o la activación  de una 
enzima activada por calcio  que  puede alterar a la membrana plasmática, (Verthoven et al, 
1995) los qucladorcs de Ca2’ inhiben parcialmente la pérdida de la asimetría de la 
membrana citoplrismica (I-Tampton  ct al, 1996). E1 PARP poli-(ADP-ribosa) polimcrasa, 
una enzima  que  repara  el DNA dañado y la cual consume ATP en su proceso, no muestra 
altcracioncs cn la nccrosis y contribuye al descenso de ATP que se observa  en la necrosis 
(Ogihara et al, 2000). 

El incremento del calcio citosólico libre resulta en la activación de fosfolipasas 
unidas a la membrana,  que  degradan los fosfolípidos de la membrana y  causan perturbación 
dc la membrana  en el proceso de la necrosis (Chien et  al,  1978; Smith et al, 1980). La 
liberación de hidrolasas por la ruptura de los lisosomas causa un rápida disintegracih  de la 
célula  en los estados  tardios de la necrosis (Hawkins et al, 1972). Se degradan proteinas, 
RNA y DNA (Trump  et  al, 1982). El DNA es expuesto por la digestión de las histonas y  es 
dividido por desoxiribonucleasas  lisosomales en fragmentos con tamaño discontinuo 
(Af‘anas’cv et al, 1986; Duvall and Wyllie, 1986.). 

Sc mcnciona quc la necrosis participa en etapas tardías de la atresia folicular en la 
oveja (Jolly  et  al,  1997), sin embargo, la participación de la necrosis en las fases tempranas 
del proceso  apoptbtico  pucdc  scr  soportado  por cl conocilnicnto  dc  que los leucocitos 
(Bukovsky et  al,  1979;  Hirshfield, 1991), linfocitos  citotoxicos  T  (Greenwald and Roy, 
1994), y macrófagos (Gaytan et al,  1998) invaden a la granulosa como parte del desarrollo 
de este proceso, indicando la participación activa de ciertas  células inflamatorias como 
respuesta a la liberación  de  fragmentos  celulares en la necrosis. Kovacs  et al (1992) sugiere 
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quc la nccrosis cs la l¿)rma dc mucrtc cclulor dominantc cn los f'oliculos atrdsicos dc la Oca 
micntras quc I~osalcs ct al (2000) cncontraron quc cn ovcjas, la nccrosis cs una importantc 
forma dc mucrtc durantc l a  atresia dc folículos de digmetro mayor dc 6 mm. 

El t hn ino  apotosis sc propuso por Kcrr ct al; (1 972); para dcscribir un tipo de 
muerte  celular  caracterizados por la contracción  celular y a la marginación  de  la  cromatina 
contra l a  membrana nuclear lo cual crea curvas que  se han descrito como pétalos, por lo 
cual se le nombró  apotosis  que es un término de origen griego para referirse a los pétalos de 
flores cuando  caen  (Schwartzman and Cidlowski, 1993; Majno and Joris, 1995). Sin 
cmbargo  actualmcnte  se ha utilizado indiscriminadamente cl tdrmino dc  apoptosis  como 
sinbnimo dc n1lIcrlc cclular programada (I'CD), cl programa gcnCtico quc dccitlc cuando 
iniciar la PCD  desencadena  otro  programa  que  decide  como realizar la muerte (Majno and 
Joris, 1995) el cual puede ser por uno de  tres  mecanismos  de muerte como la autofagia, la 
apoptosis y la necrosis (Schweichel and Merker,  1973,  Fiers  et al, 1999; Beaulaton and 
I,ockshi, 1977; Clarkc,  1990; Schweichel and Merker, 1973;  Shibahara et al, 1995; Zakeri 
ct a l ,  1995; D'I Icrdc ct al, 1996; .lochova et al, 1997). El programa gcnético quc decide 
cuando iniciar cl suicidio pucdc scr activado a un  tiempo dctcrminaclo; pucdc requcrir de un 
lactor endógcno o exógeno, o de  estímulos patológicos (Columbano,  1995; Farber, 1994). 

Las caractcristicas morfol6gicas dc la apoptosis  se han dcscrito en numerosos tipos 
cclularcs bajo u n  gran rango de  condiciones  experimentales y fisiológicas  (Kerr et al, 1972; 
Mnino and Joris, 1995) incluycn la libcracih  dc l a  cdlula de l a  matriz extracelular la cual 
adopta una forma mlis rcdonda (LCC ct al, 1997), condcnsacih dcl citoplasma, 
condensación de la cromatina nuclear y fragmentación internucleosomal (Wyllie et  al, 
1980; Wylli, 198 1 ; Walker et al, 1988).  La  activación de una  endonucleasa, dependiente de 
calcio y magnesio, la cual rompe el DNA  de manera específica  en  el espacio 
internucleosomal produciendo fragmentos  de 180-200 pares de  bases y sus múltiplos 
(Wylli,  1980; Garnshaw, 1995; Hsueh et al, 1996). En la apoptosis  acurren  cambios  en la 
supcrlicie  de l a  mcmbrana  como la expresi6n de sitios  de uni6n a  trombospondina (Pytela 
ct al, 1985), pérdida dc los residuos de  ácido  siálico (Savill et al, 1993), la exposici6n de 
fosfatidilserina  (Fadok et al, 1992; Schlegel ey al,  1993;  Emoto et al, 1997) y la  formaci6n 
de  ampollas en la membrana  citoplásmica  (Martin  et al, 1995; Wang et  al, 1998; Jewel1  et 
al, 1982). Estos cambios tempranos son los responsables de que las células  apoptóticas sean 
rápidamente reconocidas por las cClulas quc  las I'agocitaran, evitando asi la ocurrencia  dc 
proccsos inflamatorios  cn  este tipo de muerte (Vaux et al, 1992). Los niveles de ATP no 
descienden en la apoptosis  (Ankarcrona  et  al, 1993,  se requiere de ATP en la progresión de 
la apoptosis  (Leist,  et  al, 1997; Eguchi et al, 1997). El P A W  es  degradado y se  ha utilizado 
como un distintivo  de la muerte celular  que  ocurre por apoptosis (Ogihara  et al, 2000). La 
k ~ s c  dc dcgr;rdacibn dc la apoptosis en general se ha subdividido cn trcs etapas en la primer 
l a  cdlula sc libcra tic la malriz cxtracclular; la scgunda ctapa corrcspondc ;I la formaci6n dc 
ampollas y finalmcntc cl cstado  dc  condcnsación  (Mills ct al, 1999). 

Uno de los principales  mediadores  de l a  apoptosis son las caspasas (Cohen, 1997, 
Crynes and Yuan, 1998), las caspasas dividen proteínas del citoesqueleto de la célula de 
forma específica y de  sustratos  de muerte por lo que  dirigen los cambios morfológicos 
caraclcrísticos dcl I'cnotipo de la apoptosis (Porter et al, 1997; Tan and Wang, 1998). 
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Las CASPasas  (proteasas  específicas de aspartato citosólico) pertenecen  a  la familia 
de las cisteina proteasas que dividen proteínas  en  los residuos aspártico (Alnemri et al, 
1996; Nicholson  et  al, 1995, Thornberry et al, 1997). En general, tres aminoácidos  que  se 
encuntran despuds del residuo aspártico en el  sustrato  le  dan la especificidad de 
rcconocinliento a cada  caspasa (Thornberry el al, 1997). Como otras proteasas celulares, las 
caspasas son sintetizadas como proenzimas inactivas, están  formadas por dos subunidades 
unidas por su dominio inhibitorio amino terminal, pueden ser  divididas  en sus residuos 
aspártico rcsultando en la eliminación del dominio inhibitorio y la formación  de  dos 
subunidades pequeíias y dos subunidades grandes, la unión de las subunidades  forma una 
enzima heterotctramcirica activa (Stcllcr, 1998). Las  caspasas puedcn ser  divididas  en  dos 
clases:  las  caspasas  iniciadoras, que tienen un gran dominio,  como la caspasa 8, 9,  que 
directa o indirectamente  son activadas y las caspasas efectoras, como  las  caspasas-3,  -6,  y - 
7  (Srinivasula  et  al,  1996; Thornberry and Lazabnik, 1998), el dominio grande de  las 
caspasas  es  un  sitio de unión a FADD o con Apaf-1 que  inicia la activación  de  las  caspasas 
con grandcs dominios  como l a  caspasa 8 y 9  (Muzio  et al, 1996, Butt et al, 1998; Martin ct 
a l ,  1908; Yang cl al, 1998; Kumar and Colussi, 1999). Las cnspasas-3,-8 y -9 son críticas 
para la apoptosis  puesto  que las caspasa -8 y-9 activan a la caspasa-3, esto se dcmuetra en 
ratones mutantcs para las caspasa-3,-8 y -9  que no desarrollan apoptosis (Kuida et al, 
1995). Adcmás la caspasa -8 puede activar  a  todas las caspasas  conocidas in vitro 
(Srinivasula et al, 1996). El dominio de muerte de Fas FADD recluta a la procaspasa-8, al 
activarse l a  caspasa-8  (Boldi  et  al, 1996; Muzio et al, 1996) es liberada del DISC y puede 
actuar por dos vías (Nagata and Golstein, 1995; Kischkel et al, 1995; Muzio  et al, 1996), en 
una la caspasa  8  directamente  activa  a la caspasa-3 (Scaffidi et al, 1998)  y  en la otra la 
caspasa-8 divide  a  Bid,  un miembro proapoptótico de la familia de Bcl-2 (Woo  et  al,  1999) 
Bid activado  puede  favorecer la liberación del  citocromo  c  de la mitocondria  (Wang  et al, 
1996; Li et al, 1998; Luo et al, 1998)  que interactua con Apaf-l( Factor activador de 
apoptois-1),  que sc cncuentra en el citoplasma junto  dATP o ATP, para activar  a la caspasa- 
9  c iniciar la cascada  de  degradación por la caspasa-3 en el proceso dc muerte (Li et al, 
1997b). 

De acuerdo con su sustrato específico las  caspasas pueden dividirse  como 1). 
YVADasa (caspasas -1 , -4 y -5) que está involucrado en la producción de citocinas. 2). 
r m m s a  (caspasa -3 y -7) que son los principales cfcctorcs durantc la apoptosis. 3). 
1IXDasa.  Que involucra a las caspasas (-6, -8, -9 y -10) que activan a las DEVDasa c 
inician la muerte  celular (Samali et al, 1999). 

La  división  de  actina,  citoqueratina, laminina y otras proteínas  del citoesqueleto 
están  involucradas  en la fase  de ejecución de  la  apoptosis y en la manifestación de los 
cambios  morfológicos  característicos  de  la  apoptois  (Cotter  et  al;  1992; Bonfoco et al, 
1996; Brancolini et al, 1997; Brown et al, 1997; Caulin et al, 1997; Chen  et al, 1996; ; 
Kayalar et  al, 1996; Kothakota  et  al, 1997, Kruidering et al, 1998; Ku et al, 1997; Levee et 
al,  1996;  Porter  and  Janicke, 1999; Schmeiser  and Grand, 1999; Takashashi  et  al, 1996; 
Tinnemans et al,  1995; van Engeland et al,  1997; MacFarlane et  al,  2000). En la fase de 
ejccución de la apoptosis se observa  que la cdlula se libera de la matriz extracelular y 
adopta una forma más redonda, las  caspasas reorganizan y dividen la actina del 
citocsqueleto (1,cc ct al, 1997; Kothakota et al, 1997); la caspasa- 3 divide al fodrin 
(Janicke et a l ,  1988b; Waterhouse et al, 1998) lo cual sc rcquicre para la formacih de 
ampollas  (Martin  et al, 1995b; Wang et  al, 1998; Janicke  et  al,  1998b;  Zheng  et al, 1998; 
Nicotera and Leis, 1997;  Tsujimoto, 1997). Mientras  que  la participación de las caspasas en 
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la fasc dc  condcnsación es incierta sc ha observado que las cklulas no muestran 
condcnsaci6n a1 inhibir a las caspasas y pucdcn qucdar atrapadas cn  el cstado dc ampolla 
( I  lirata ct al, 1998). Gas 2 cs otro  componente del sistema  de  microfilamentos (Lee et al, 
1999) quc  favorccc l a  condcnsación de l a  cClula pcro es  activado  dc forma indirecta por las 
caspasas a l  rcorganimr los filamcntos dc actina (Sgorbissa ct al, 1999). 

Las caspasas dividen sustratos de muerte como  es el caso  del PAW, laminina 
nuclcar y Bcl-2 (Lazcbnik  et  al,  1994; Takaslmshi et al, 1996; Brancolini et al, 1997).E1 
PARP es degradado  en  dos  subunidades, una de 25 kDa  y  otra  de  89 kDa (Kaufmann  et al, 
1993) principalmente por la actividad de la caspasa 3 (Boulares  et al; 1999). 

Por otro lado las caspasa  están tambidn involucradas en la pdrdida dc la asimetría de 
l a  mcmbrana plasmática ya que  se ha observado que la exposición de la fosfatidilserina en 
la wra cxtcrna dc l a  mcmbrana cs prcvcnida por l a  inhibicicin dc las caspasas (Martin ct al, 
1996; Naito et al, 1997) las caspasas al dcgradar al fodrin, una prolcina dcl citocsqueleto, 
altcra los sitios dc unión de l a  fosfatidelserina en el interior de l a  membrana plasmática lo 
que favorece la exposición  de la fosfatidelserina en la cara  externa de la membrana  (Vanege 
et al, 1996). 

I A S  caspasas son rcsponsnblcs inclircclan~cnlc  dc la dcgradaci6n dcl DNA y dc los 
cambios  morfológicos  observados en el núcleo puesto que generan factores que 
desencadenan l a  fragmentación del DNA,  como la DNasa activada por caspasas (CAD) o 
tanlbidn conocido  como factor fragmentador  de DNA (DFF)  (Enari et al,  1998). en las 
ctiulas CAD se ellcuentra unido a una subunidad  inhibitoria  de l a  DNasa activada por 
caspasas, ICAD, forman un complejo CADIICAD que permanece en el citoplasma, la 
cnsposas-3 y 7 aclivacia  pucclc dividir lCAD (McLlroy ctal, 1999, Woll'ct a l ,  1999; Enari ct 
a l ,  1008; Saltahira ct al, 1998) y libcra a CAD que dcgrada cl DNA (Liu ct a l ;  1997; Enari 
et al; 1998; Nagata,  2000) pero no divide al RNA (Liu et al, 1998). CAD tambiCn es 
responsable de la condensacih del DNA (Liu et  al,  1998;  Sakahira  et  al,  1999), mientras 
que el papel en la condensación  del DNA del factor inductor de  apoptosis (AIF), que es 
libcrado por la mitocondria y quc participa cn la fragmentación dcl DNA, no se ha 
dctcrminado (Susin ct a l ,  1999). 

Estudios bioquímicos y morl'ológicos han demostrado que l a  mucrtc dc las ctlulas 
dc la granulosa y dc cdlulas germinalcs  ocurre  principalmentc por apoptosis  en ovarios de 
ovinos,  porcinos,  aves,  bovinos,  y roedores (Hay et al, 1976; O'Shea  et  al, 1978; Tsafriri 
and Braw, 1984;  Arends  et  al, 1990; Hughes and Gorospe, 1991 ; Tilly et  al,  199  1 ; Billig, et 
al, 1993;  Pcscc  ct al, 1993; I-Isueh et al, 1994; Jolly et al, 1994; Hsueh et  al, 1996; Jolly et 
al, 1996; Jolly et al, 1997; Manabe et  al, 1997; Myoumoto  et  al, 1997; Manabc  et al, 1998), 
así como cn  la rcgrcsión dcl cuerpo lilteo, cClulas de la granulosdlutcinizadas (Tilly et al, 
1991 ; Rueda et al, 1999,  células de la teca (Hay et al, 1976, O'Shea  et al, 1978, Tsafriri 
and Braw, 1984) y en la remodelación de  estructuras postovulatorias en diversas  especies 
(Tilly ct al, 1991), así como cn la supcrficie del epitelio dcl ovario y las cdlulas apicales del 
f'ollculo durante cl proccso dc ovulaci6n (Ackcrnm and Murdoch, 1995, Murdoch, 1995). 
Estos  datos parecen demostrar  que  la  apoptosis se trata de un mecanismo  común dentro de 
las cblulas dcl ovario en ovcjas, así como en otras especics. 

1.3. Autqfagia o nwerte celular citoplásmica. 

1,n alltofagocitosis sc puede considcrar  como un proccso  quc  pucdc dcgradar 
protcinas y organclos, no esenciales,  dcntro  dc los lisosomas para su subsecuente digesti6n 
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por sus  potentes  hidrolasas, la cual puede ser iniciada por falta  de  alimentos (Takeshige et 
al, 1992; Kadowaki et al, 1996; Blomart et al, 1997;  Kim and Klionsky, 2000) puede 
participar en la protección al daíío inducido por radiación (Paglin et al, 2001), El 
mecanismo requicre de la formación de un autofagosoma, que es una vacuola  de doble 
membrana  (Takeshige et al, 1992). La muerte  celular  que  muestra fragmentacih nuclear y 
picnosis, que  es  precedida por la eliminación autofágica de ribosomas,  aparato  de golgi y 
retículo endoplásmico  y la presencia de  residuos  amorfos en el  citoplasma  de la células se 
conoce  como  muerte  célular autofágica (Bursch  et  al, 1996). Una de  las características de la 
muerte autofágica es que  depende  de  un  citoesqueleto integro principalmente  de filamentos 
intermediarios, como  citoqueratina y vementina (Aplin et al, 1992; Blankson,  et al, 1995; 
Bursch et al 2000),  puesto  que  los  microfilamentos son esenciales para la formación de 
autofagosomas,  mientras  que la fusión de los autofagosomas a los lisosomas depende de los 
nlicrotubulos  (Blomart  et  al,  1997),  se requiere de ATP para la  formación  del autofagosoma 
y para  la degradación  dc material citoplásmico en  las vacuolas autofagocíticas (Luiken et 
a l ,  1996; I’lomp ct a l ,  1988; Scllcllcns and Mcijcr, 1991). Ida autofagia no rcquicrc de la 
activación dc las caspasas conocidas aunque se ha reportado que  puede  estar activada la 
caspasa 7 (Berndt et  al,  1998; Poter and Janicke, 1999; Kitanaka and Kuchino,  1999). 

D‘I-Ierde y coloboradores (1996); han distinguido tres tipos de muerte celular en las 
células  de la granulosa  de folículos atrésicos de codorniz, la apoptosis, la necrosis y la 
autofagia. 

La diferenciación terminal que  conduce a la muerte  es  un  mecanismo alternativo 
que ocurre en ciertos  tipos  celulares,  como en los glóbulos rojos (Castoldi y Beutler, 1988) 
y cn la capa cxtcrior dc l a  pic1 (Stcnn,  1983) involucra la expulsión del núclco antes de que 
sc  suspenda función celular quc conduce en última medida a la mucrlc  cclular, las células 
mucstran u n  núcleo característico de la apoptosis,  sin mostrar la fragmentación típica de la 
apoptosis (van Wczcl et  al, 1999). Ultraestucturalmente no sc  observan  cambios 
relacionados con  la  necrosis  como  las  alteraciones  en la permeabilidad de la membrana y la 
lisis de organelos  (van Wezel et al,  1999).  Durante l a  formación de reticulocitos se requiere 
dc la condcnsaciGn progrcsiva dcl nilclco para vcrse como núclcos picnbticos, los cualcs 
puede observarse en necrosis y apotosis.  Estos núcleos se polarizan  en la célula y 
subsecuentemente son extruídos  de la célula (Castoldi and Beutler, 1988) para ser 
fagocitado (Weiss,  1988), la célula pierde por  otro lado su capacidad de dividirse 
(Stcnn,l983; Lavranos et al, 1994). van Wezel et  al, (1 999),  ha  encontrado  que las células 
de la granulosa dc los foliculos atrdsicos de la capa media mueren por apoptosis mientras 
quc Ins 1116s ccrcan;ls a 1  antro prcscntan caractcristicas  dc mucrtc dcl tipo dc  diferenciacih 
tcrminal, nlicntras quc la nccrosis sc observa hasta estados  avanzados  de  atresia. 

La apoptosis  ocurrc cn las cClulas dc la granulosa de los folículos  de  ovarios de 
ovejas, al menos  durante  los  estados  iniciales de la atresia. Sin  embargo, se han observado 
células con características  típicas  de necrosis, particularmente  durante  las  etapas tardías de 
atresia (Jolly  et al, 1997). La presencia de núcleos  picnóticos no puede ser utilizada para 
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diferenciar entre  necrosis y apoptosis puesto ambas  tipos  de muerte lo muestran (Yang and 
Rajamahendran, 2000). Sin  embargo  se puede hablar de varios tipos de muerte de las 
células de l a  granulosa  que  ocurren dentro del proceso de atresia folicular (Hughes and 
Gorospe,  1991;  Tilly et al, 1991, 1992; Peluso et  al,  1981;  Kovacs  et al, 1992, D’Herde et 
al, 1996; van Wezel et al, 1999; Rosales-Torres. et al, 2000). 

Los procesos  que  pueden llevar a la muerte celular durante la atresia, apoptosis y 
necrosis, puede  ocurrir  simultaneamente  en las células de l a  granulosa de los folículos  que 
sc considcran como sanos y atrbsicos de  acuerdo  a las observaciones histológicas y a la 
determinación de la concentracibn  de  esteroides  en el líquido folicular (Rosales-Torres et 
al, 2000). Nosotros  hemos propuesto que el tipo de proceso de muerte  celular  que se 
prcscnta en  un folículo  durante la atresia, depende del tamaíío folicular: l a  necrosis se 
observa con mayor frecuencia  entre las células  de  folículos mayores de  6 mm y la apoptosis 
en los folículos de 3-6 mm en la oveja (Rosales-Torres et al, 2000). 

La necrosis, la apoptosis y la autofagia son considerados  conceptualmente y 
morfol6gica~nc~~tc  formis distintas  de muertc cclular. Sin embargo, los aparcntes opuestos 
tipos dc mucrtc pucdcn scr iniciados por cl mismo cslimulo, pcro l a  intcnsidad, y la 
duracicin dcl mismo dctirminan el tipo de muerte,  estímulos  menos intensos pueden 
dcscncadcnar autofagia,  mientras que estímulos moderados desencadenan apoptosis y 
estimulos mis intensos provocan necrosis (Dypbukt  et al, 1994; Ankarcrona  et al, 1995; 
Bonfoco et  al,  1995; Bruck et al, 1997b;  Hampton and Orreniuos,  1997; Lemaster et al, 
1998; Vayssier ct al, 1998; Moltsberg  et al, 1998; Li  et al, 2000; Chen et al, 2000). 

Los diferentes tipos de muerte pueden compartir características bioquímicas 
similares  se ha observado  que  en  fibroblastos a los que  se  les  indujo  apoptosis y necrosis 
son  positivos a un anticuerpo monoclonal que reconoce apoptosis  (Fernandez  et al, 1994). 
Además Bcl-2 y Bcl-xL pueden suprimir la necrosis  y la apoptosis que  se  induce con 
hipoxia (Shimizu  et al, 1996). La degradación del núcleo en la apoptosis puede implicar l a  
participación dc 1111 proccso autofiigico (Lu et al, 2001). Tratamicntos  con  calor o estímulos 
relacionados con la necrosis, producen una disminucibn  de las células  que  entran al ciclo 
cclular con un incrcmcnto en la proporcibn de células con contenido hipodiploide de DNA 
que  se  considera un cambio relacionado con la apoptosis (Dyson et al, 1996; Huschtscha et 
al, 1994). La necrosis y la apoptosis pueden ocurrir  simultáneamente en el mismo tejido o 
cClulas  en cultivo  cxpuesto a estímulos con diferente intensidad (Kerr  et al, 1987; 
1 luschtscha ct a l ,  1004; Shimizu ct a l ,  1996; Darzynkicwicz ct al, 1997), así mismo la 
autofagia y la apoptosis pueden ser  desencadenadas en el mismo tipo celular pero con 
diferente estimulo  (Chi  et al, 1999; Kitanaka and Kuchino, 1999). Estos resultados han 
permitido proponer  que la apoptosis  y la necrosis representan los extremos  de una sola vía 
de muerte celular  (Lemasters  et al, 1998; Renvoizé  et  al,  1998)  que  inicia  con  el proceso 
referido como permeabilidad transitoria de la mitocondria  (PTM)  (Colunlbano, 1995; 
Zanzami et al, 1997;  Lemaster et al,  1998). 

3. Mitocondria y PTM 

La  membrana mitocondrial interna es una bicapa lipídica  (Singer and Nicolson, 
1972) compuesta  dc  fosfolípidos y proteínas  que se encuentran  acomodados 
asimétricamente  (Robertson, 1983). La fosfatidiletanolamina  predomina  en la cara interna 
de la membrana  que  da  hacia la matriz  mitocondrial, mientras que del lado  de la membrana 
que da al espacio  intermembranal  predomina la fosfatidilcolina  (Krebs  et al, 1979). 
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Las principales  funciones  de las mitocondrias son: el ciclo de Krebs, la beta 
oxidación, la  fosforilación  oxidativa y la  síntesis  del ATP (Balaban,  1990).  Además, son un 
sitio  importante de almacenamiento  de calcio (Gunter  et al, 1994),  son el sitio  donde  se 
cataliza l a  síntcsis tlc progcstcrona por u n  citocromo 1'-450 scc quc se localiza cn la 
mcmbrana mitocondrial interna (Tuckey and Holland, 1989) y son generadoras de especies 
de  oxígeno  reactivas (ROS) (Boveris and Chance, 1973). 
Mitchell (1 96 1) sugirió  que  la  cadena  oxidativa  está  compuesta  por  una  serie de reacciones 
óxido-reductivas  acopladas  de tal forma,  que  los electrones trasferidos  desde los sustratos 
tlc I n  cadcna rcspiratoria hasta cl oxígcno molecular produccn una traslocacci6n dc protoncs 
quc  gcncra una dil'crcncia dc potencial elcctroquímico ncccsario para l a  síntcsis  de ATP. 
Este gradiente  elcctroquimico (Gotlzrilez-tlalphen, 1990; Sherrat, 1991), conocido como 
delta Psi mitocondrial (Ay) esta  constituido por un doblc gradicntc, cl primcro es cl 
resultado de l a  distribución  asimétrica  de  protones y otros iones sobre  ambos  sitios de la 
membrana  mitocondrial interna, el segundo, Por otra  parte, las cargas eléctricas 
trasportadas por los protones a travds de la membrana crean una difcrencia  de potencial 
cldctrico que da lugar a un scgundo  componente, el gradiente clbctrico, del potencial 
clccro-químico mitocondrial. Ambos son esenciales para el lilncionnmicnto dc la 
mitocondria  (Chcn and Smiley, 1993, Reers et al, 1991). 
Sc ha mencionado que el gradiente electroquímico  tiene una influencia sobre la velocidad 
de trasporte dc clcctroncs y en consecuencia en la traslocación de protones hacia el espacio 
iutcnncmbranal de l a  Inilocondria, asi como cn la sfntcsis de A'W. La bomba dc protoncs 
del complejo I, I11 y IV de la cadena respiratorio mitocondrial genera el potencial de 
membrana mitocondrial intcrna. La membrana mitocondrial intcrna sc cncucntra en estado 
fluido y todas sus  proteínas  de membrana y sus  componentes rddox que catalizan cl 
transporte de  electrones  y la síntesis  de  ATP  están  en  constante  e independiente 
movimiento dc difusión lateral (Mackenbrock et al, 1986; Chazzote y Hackenbrok, 1991). 
l,a velocidad dc difusi6n dc los componentes rCdox tiene una influencia directa cn el 
proccso cindtico del mccanismo dc trasportc dc clcctrones y pucdcn scr cl paso limitante cn 
la síntesis de ATP (Hackenbrock et al, 1986). Se ha sugerido que la difusión de la 
ubiquinona, que  pertenece al complejo 111, hacia y desde  sus  compañeros  rédox dentro de la 
mcmbrana interna mitocondrial, constituye el paso limitante en  la vclocidad del transporte 
dc  clectroncs  (Chazzote and Hackenbrock, 1989). Otros estudios han demostrado que 
tlcpcndiendo clc la lilcrza ibnica del medio, cl citocromo c pucclc tlif'undir latcralmcntc 
sobre la mcmbrana ya quc  aumenta su afinidad hacia ésta y dif'unde poco  a la fase acuosa, 
mientras que al aumentar la fuerza iónica, dismunuye su afinidad a la membrana y puede 
difundirse a la fase  acuosa pero en  forma lateral regulando la velocidad del trasporte de 
electrones, En l a  presencia  de  fuerzas iónicas mucho  mayores  puede  difundir  hacia la fase 
acuosa  (Guptc and Hackenbrock,  1988), lo cual puede  ser un evento necesario para que se 
pierda citocromo c de l a  mitocondria durante el proceso de muerte. Al utilizar algunos 
ionoforos como  Dinitrofcnol (Mitchell et al, 1963) que  disipan el potcncial de membrana 
mitocondrial, tanto el gradiente electroquímico  como el gradiente de concentración, puede 
acelerar el trasporte de  protones  en la cadena de la fosforilacih oxidativa. 

Sc ha sugcrido  quc cl potencial de  membrana mitocondrial puede estar  influenciado 
por el  secuestro de protones por lisosomas  que  disminuye el potencial de membrana 
mitocondrial (Diaz  et  al,  1999). Esto ha sido apoyado porque al bloquear la V-ATPasa de 
los lisosomas con bafilomycin A l ,  que  incrementa el potencial de  membrana mitocondrial. 
La  presencia  en los lisosomas  de un canal antipor Ca+2/nI-l+ (Calvert and Sander, 1995; 
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Bodc et al, 1996), y al participación del rcticulo endoplhsmico que libera localmente calcio 
librc y favorece la liberación de protones por los lisosomas, la acidificación local 
incrcmcnta el potcncial dc membrana mitocondrial (Diaz ct al, 1999). 

La libcracihn dc  calcio mitocondrial involucra un mecanismo antipuerto que 
pcrmitc la libcracihn clc calcio intercambiado por H.' o Na'. Aunque la mitocondria no 
contiene  grandes  cantidades  de  Ca+2 es capaz  de movilizarlo en condiciones fisiológicas 
(Somlyo et  al,  1985),  puede  secuestrar  grandes  cantidades de calcio  citosólico (Carafoli, 
1989). Esto aumenta la posibilidad de  que  pueda actuar como  un buffer intracelular durante 
el doíio celular (Kass ct al, 1992), la acción buffer contra el flujo de  Caf2 la realizan las 
mitocontlrias que se cncucntrnn ccrcn dc l a  cara intcrna dc la mcmbrnna citoplnstnicn (Dim 
ct al, 1999) puesto clue se han observado poseen alto potencial de  mcmbrana mitocondrial 
(Bobcock ct al, I997), por estar alcjadas  dc la región donde se localizan los lisosomas (Diaz 
ct  al,  1999). 

La  mitocondria  ha  sido  considerada el mayor sitio  de producción de ROS in vivo 
(Bovcris and Chancc, 1973), principalmente uno dc los productos dcl metabolismo 
mitocondrial clue pucdcn causar dano cclulnr cs cl radical supcróxido originado por 
transl'crcncia dc clcctroncs al oxigcno  molccuiar;  aunquc cl transportc dc clcctroncs a travts 
dc la cadena  respiratoria mitocondrial es eficiente,  aproximadamente del 98% -99% del 
oxigcno  molecular  presente formarh H20 al final de l a  cadena respiratoria (Nockenbery et 
al, 1993), existe una pérdida de electrones  de la cadena  de fosforilación oxidativa  que se 
rclkja cn la formaci0n dc 0 2 -  (Bovcris, 1977). L a  pbrdida dc  clcctroncs  de la cadcna  dc 
li~sforilacibn  oxidativa  ocurrc  a nivel dc la coenzima Q, tambi6n conocida como 
ubiquinona, Ibrma p a r k  dcl complc~jo 1 I I  dc la cadcna clc la rosforilacicin oxidativa (Forman 
and Dovcris, 1982). Otro  sitio clc trasportc dc clcctroncs  como cl rcticdo cndoplasmico, 
donde l a  forma  reducida NADPH citocromo P450 reductasa pierde electrones hacia O2 , 
rcduciendolo a 0 2 -  (Cross and Jamcs, 1991). 

U1 citocromo c, es sintctizado  como npocifocromo c por un RNAm codificado por cl 
DNA nuclear de la cdlula, el cual es exportado al espacio intermcmbranal de la mitocondria 
donde una hcmoliasa lo divide a holocitocromo c, este paso es irreversible, el 
holocitocromo  c es impermeable a la membrana externa (Neuper, 1997). Las flavoproteinas 
como  el  factor  inductor de apoptosis (AIF) son  sintetizadas  como  precursores preproteinas 
en el citoplasma  de la célula y son trasladadas dentro  de la mitocodria (Susin et al, 1999). 
Tanto el citocromo  c y AIF son confinadas  dentro del espacio intermenbranal a menos  que 
sc pcrmcabilicc l a  mctnbrnna mitocondrial cxtcrna (Loeffer and Krocmer, 2000). 

L a  apertura del poro de I T  puedc tener alguna participacih cn  cl proceso 
fisiol6gico normal de la cdlula, puede permitir el intercambio de  metabolitos deseables e 
indcscablcs (Zoralti and Szabo,  1995, Bernardi, 1 996), Puede pcrmitir la liberacih de 
calcio (Ichas ct al,  1997), puede participar como señalización de las mitocondrias para ser 
clcgradas por los  lisosomas (Vargns ct a l ,  1087, Dunn, 1990), asi como In tlcspolariznci6n 
cxpontnncn de las tnikxondrias sufrcn autofagia, la cual pucdc numentar cuando hita 
alimentos  (Elmore  et al, 1997). 

El descenso del potencial de  membrana mitocondrial implica una permeabilidad 
transitoria  de  la  membrana mitocondrial (Zanzami  et  al,  1995b;  Kroemer et al, 1995) que es 
consecuencia  de l a  apertura  de un megacanal mitocondrial que  se  conoce corno poro de 
pcrtncabilidad transitorio cl cual permitc el paso de solutos y algunas protcinas  dc menos de 
1500 Da en ambos  sentidos  de la membrana mitocondrial interna (Zoratti and Szabó, 1995; 
Bcrnardi, 1996). Así n?ismo, la liberación dcl citocromo  c  de la membrana despolarizada es 
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cl rcsultado dc l a  aportura dcl poro de pernleadilidad mitocondrial transitoria (PTM) 
(Ilicdcn ct al, I997),  que pucde difundir en ambas  dirccciones  de la membrana 
mitocondrila durante l a  apoptosis (Heiden et  al, 1997). L a  apertura del poro puede ocurrir 
también como  consecuencia  de la destrucción fisica  de la membrana mitocondrial externa 
como resultado dc la hiperpolarización de la membrana mitocondrial interna y de la 
edematización de la matriz, lo cual  ocurre  tempranamente  en  el  proceso  de apoptosis 
(Vander Heiden et al, 1997) o a l a  desestabilización de la membrana  inducida por Bax y 
Bid (Basanez  et al, 1999; Kudla et al, 2000). Por una  fuerza iónica, el citocromo c es 
liberado cuando lo hinchazón mitocondrial rompe a l a  membrana  externa, despuCs del 
inicio dc PTM (Lemastcr  et al, 1998). Bajo  condiciones normales, l a  membrana 
mitocondrial interna es casi impermeable a pequefias nloleculas que  permite  la  creación  del 
gradicnte de  concentración que es necesario para la función mitocondrial (Zaratti and 
Szabb, 1094; 13cr11arcli c(  ill, 1994). I d a  P’I’M cs ncompailatln por l a  IliIlcllazOn y cl dcsncoplc 
de la fosforilación oxidativa, asi como a nivel de l a  matriz  de l a  pérdida  de moleculas de 
bajo peso molecular  como calcio y glutatión (Bernardi et al, 1994;  Kroemer et al, 1995; 
Reed and  Savage,  1995) y de  factores  de  muerte  que se localizan  en el espacio 
intermembranal  como es el  citocromo  c y Diablo/Smac y caspasas  (Tsujimoto and Shimizu, 
2000). L a  proteína  Diablo  antagoniza los efectos  antiapoptóticos  de  IAPs (Verhagen et al, 
2000). El ApaT-1 cs un homólogo en los mamíferos del producto del gen ced-4 de 
Cltrcnorhahdiilis elcgrrns que se localiza en el citoplasma (Zou et al, 1997). La  interación del 
citocromo c, ApaT-1 y procaspasa-9 dcscncadcna su activacicin a caspasa-9 que en turno 
activa a la caspasa-3 a través  de un proceso proteolítico  directo (Li et al, 1997b). 

Bcrnardi, ( 1  996)  demuestra  que PTM es un canal de  compuerta de voltaje, la matriz 
mitocondrial ticnc un potcncial ncgativo cn cl intcrior cuando cst6 ccrracio  cl poro,  mientras 
que la despolarización  abre el poro. La  parcial apertura  del poro puede iniciar un 
mccanismo de retroalimentación positiva en la cual la despolarización parcial conduce a 
una apertura total del poro y por consiguiente el inicio de  PTM  (Lemasters  et al, 1998). 

Durante la apoptosis  se desacopla el trasporte de electrones  de la sintesis  de  ATP, lo 
que origina la generación de  aniones  superóxido,  como  se  indica por oximetria (Vayssikre 
et al, 1994) y por detección citofluorométrica  de  aniones  superóxido usando 
dihydrocthidinc  (Zanzami et al, 1995b). La inhibición del complejo I de la cadena 
respiratoria o la inhibición  de la importación de calcio por rojo de  ruterio, resulta en l a  
disminimución  de l a  generación de ROS en células con un potencial de  membrana 
mitocondrial bajo.(Kroemer  et al, 1995),  un descenso en la actividad de complejo I de la 
cadena  respiratoria  es  acompañado  de una disminución del potencial de  membrana 
nitocondrial cn cl inicio de apoptosis  (Chalmcrs-Rcdll~an ct al, 1999). El incremento de 
calcio mitocondrial indica cl inicio cic PTM (Qian  et al, 1996).  Difcrcntes señales que 
inducen apoptosis,  conducen a una disminución del potencial de  membrana mitocondrial 
(Zanzmi et  al,  1996;  Kroemer  et al, 1997;  Kroemer  et al, 1998, Susin,  1998) al mismo 
ticmpo precedida por un  incremento transitorio de hiperpolarización (vander Neiden, 1997), 
mucho antes  que l a  cdula muestre fragmentación  del DNA (Petit  et al, 1995; Zanzami &al, 
1995, b; Zanzami c l  al, 1996; Susin ct al, 1996;Wadia,  ct al, 1998) 0 una abcrrantc 
exposición de fosfatidilserina  (Zanzami  et al, 1995). 

Cuando la PTM involucra a unas cuantas  mitocondrias, la autofagia es estimulada, 
degradando a la mitocondria  afectada por los  lisosomas y eliminando la sefial del estímulo 
de autofagia, cuando  están involucradas más mitocondrias, la PTM promueve la apoptosis, 
posiblcmcntc porclllc el mecanismo autofigico  se hace inadecuado para contener las 
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sustancias  proapoptóticas liberadas de l a  mitocondria  que  muestra  PTM,  como  el citocromo 
c y AIF. Finalmente,  cuando  se involucra a todas  las  mitocondrias, el ATP desciende por el 
desacople de la fosforilación  oxidativa y la hidrólisis del ATP por l a  ATPasa mitocondrial, 
AsÍ el descenso en ATP conduce a la muerte de tipo necrótico (Lemasters  et  al,  1998). la 
autofagia evita la propagación  de  PTM, puesto se  a observado que  PTM  que  ocurre en una 
pcqucíía fracción cic mitocondrias progresa hacia las demás  mitocondrias lentamente 
(Limura et al, 1998). La formación de ROS puede ser l a  causa  aunque tambidn puede  ser la 
consccucncia dc PTM, adcmhs cl inicio de PTM en una mitocondria promueve la PTM de 
otra. Como un proccso autocatalitico (Imberti et al, 1993, Nicmincn et al, 1995). 

Las proteínas  que  forman el poro de  PTM o megacanal mitocondrial comprenden 
protcínas del citosol  como la hexocinasa; protcínas dc la membranan mitocondrial externa 
como el receptor periférico benzodiacepina (PBR); al porin también conocido como canal 
de aniones dependiente de voltaje (VDAC);  proteínas del espacio intermembranal,  como la 
crcatin cinasa; y una proteina  de l a  membrana mitocondrial interna, la adenina nucleotido 
trdocator, ANT y cyclofilin D, una protcina dc la matrix (McEncry ct al, 1992; Zoratti and 
Szabó, 1995; Bernardi and Petronilli,  1996; Beutner et al, 1996; Brustovetsky and 
Klingenberg, 1996) 

Algunos  datos  que se han obtenido de mitocondrias aisladas  revelan  que numerosas 
sustancias pucclcn inducir la PTM tales como  altas  concentraciones  de  calcio libre (Zoratti 
ct a l ,  1995), rcducci6n dcl potcncial dc  mcmbrana mitocondrial quc cs  causa y 
consccucncia  dc PTM (Bcrnardi, 1992; Petronilli et al, 1993),  el  atractilosido  que es un 
ligando que se une  al traslocator de la adenina nucleotido (ANT) (Klingenberg, 1980), uno 
de los  constituyentes del poro de PT (Zoratti and Szabó, 1995,  Zamzami et al, 1996), la 
formación de  puentcs  de  azufre por diaminas (Petronilli et al, 1994), la diamina  se une a los 
radicalcs sulfidrilo (-SI-I) de ANT  situados en la parte interna del poro y desencadena la 
P'TM (Petronclli ct al, 1994, Majima ct al, 1994), la oxidación de -SI-I csta asociado con la 
apcrtura del poro de  PTM,  este  efecto puede ser revertido por la reducción de los puentes 
de  azufre (-S-S-) o por la union de -SU con monobromobine  (MBB)  (Petronilli et al, 1994; 
Costantini et al, 1995), se  ha observado  que la -N- acetylcysteine  puede prevenir el 
dcsccnso dcl potcncial dc mcmbrana nlitocondrial (Zanzami et al, 1995,Cossarizza et al, 
1995), la N-acctilcistcina tiene un efccto  antioxidantc  directo al rcducir dircctarnente a ROS 
y otro cf'ccto antioxidante indirccto cuando por una deacetylación  forma cisteine e 
incrementa la producción de glutation (GSII) (Hockenbery etal, 1993), suguiriendo  que la 
formación de  puentes  disulfuro  están  involucrados  en la apertura  del  poro mitocondrial 
(Marchetti et al,  1997) 

El glutati6n reducido (GSI.1) es un con~ponentc crítico en la  rcd antioxidante celular, 
l%t6 dircctamcntc  involucrado en eliminar ROS y mantener a las protcínas intracelulares 
con latlicalcs -SI I e11 s u  cslatlo rcduciclo (1,iu et a I ,  2000), la tlisminuci611 dc GSI-I p u d e  
ser un evento  en  el proceso apoptótico que  puede conducir a un incremento  de la 
scnsibilidad a apoptosis en diferentcs  sistemas. La super6xido  dismutasa (SOD) con 
manguncso y cobre-zinc  convicrtc al supcrtjxido a pcr6xido dc hidr6gcno (I-Tockcnbcry ct 
a l ,  1993) la MnSOII sc cncucntra localizada cn  la matriz mitocondrial (Wcisinger and: 
I;ridovich, 1073). MnSOD pucdc prokjcr contra cl Ihctor dc nccrosis tulnoral, la mdiaci6n 
y agcntcs  quimiotcrapduticos  citot6xicos (Wong ct al, 1989; I-Iirosc et al, 1993). 

Dcl-2 se encuntra localizado como una proteína integral de la membrana 
mitocondrial (Hockenbery et al, 1990); aunque se ha localizado tambidn en  las membranas 
externas del retículo  endoplasmico y en l a  membrana nuclear (Chen-Levy et al, 1989; 
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Jacobson ct al, 1993; Monagha et al, 1992). En sistcmas librcs dc cdlulas, Bcl-2 puede 
bloquear la permeabilidad transitoria mitocondrial inducida por una gran variedad de 
agcntcs (Zamzami  ct al, 1996) asi mismo puede prevenir la libcración dc activadorcs de 
caspasas de la mitocondria. La sobreexpresion  de Bcl-2 reduce la apoptosis  y aumenta el 
potcncial de  membrana mitocondrial (Petit et al, 1995; Hennet et al, 1993). La expresión de 
Bcl-x I ,  mantiene alto cl potencial de  membrana mitocondrial al disminuir la eficiencia  de la 
A'T'Pasa quc  convicrtc cl gradientc de iones 1-1 en ATP o al inhibir la disipación  de iones H+ 
dcl cspacio  intcrmenlbranal. (Mciden  et al, 1997). Por lo que  Bcl-2 puede inhibir la 
rcspiración mitocontlrid y prcvcnir la apertura  del poro dc P'I' (Shimizu ct al, 1998). La 
disminución de la respiración mitocondrial puede prevenir la producción de radicales libres, 
esto puede explicar las propiedades antioxidantes  que  se le  han atribuido  a Bcl-2 (Kane et 
al, 1993; I Tockcnbcry ct al, 1993), cl descenso en el flujo de clcctrones a  través  de la cadena 

La hipoxia induce el metabolismo anaeróbico y la acidosis metabólica que protege 
contra la despolarización mitocondrial y la permeabilidad transitoria (Lemasters  et al, 1998; 
Jia  et al, 1997; Broekemeier et al, 1998), la acidosis protege contra el inicio de la muerte 
celular cn el corazbn, rillon e hígado (Gores  et al, 1988, Gorcs ct al, 1989). La 
acididificación intracelular inhibe a la caspasa 3, se require de un pH de  7.5 para que la 
caspasa-3  dcgradc  sus  sustratos cspecíficos (Dubrez et al, 1996; ~3CIiS011 cl al, 1999). Al 
restaurar el pH a condiciones normales después  de realizar una reperfusión en algunos 
modelos experimentales  se  acelera la muerte celular, este fenómeno se conoce como 
parodoja del pH (Gorcs et al, 1988, Currin et al, 1991 ). Tratamientos  que  disminuyen  el pH 
intrncclular ciurantc la hipoxia,  como la inhibicion dcl intcrcambio dc  Na+ /I-I+ con 
amiloridc, rctrasw el inicio dc l a  mucrtc, n1icntras quc tratamienlos que i~lcrcmcntan cl pl I ,  
como la monensina  aceleran la muerte (Gores et  al, 1988, Gores  et al, 1989). 

El canal de  aniones  dependiente de voltaje (VDAC),  es una proteína  abundante  en la 
mcmbrana mitocondrial cxtcrnas que forma un gran poro dependicntc  dc voltaje en la 
bicapa lipídica y act6a  como un mecanismo de regulación del movimiento  de sustancias a 
[ravds tlc la mcmbrnna <IC la mitocondria (Shimizu et al, 1999). Existe una interacción de 
bcl-2hax con  VDAC  (Carayon  et  al, 1996; Narita  et  al,  1998), Bax y  Bcl-2 pueden regular 
la función de VDAC (Shimizu  et  al,  1999), Bax favorece que  VDAC  experimente  cambios 
conformacionales  que  favorezcan la formación  de un mega canal permeable al citocromo cy 
mientas que  Bcl-2  mantiene  a  VDAC  normalmente pequeño como para no permitir el paso 
dcl citocromo  c  (Shimizu  et al, 1999). Bax y Bak al interactuar con VDAC pueden causar 
l a  mucrte cclular por apoptosis independientemente de señales  adicionales  (White; 1996), 
incluso l a  sobrc cxprcsión de Bax puede iniciar la muerte cclular por necrosis (Shinoura et 
al, 1999). Bax y l3cl-xLse encuentran en el citosol Bax puede trasladarcc del citosol hacia 
la mitocondria induciendo  apoptosis (Hsu et  al, 1997), mientras que la acción inhibitoria 
Bcl-xL en la muerte  celular puede realizarse por su unión directa con VDAC (Shimizu et al, 
2001) o por interactuar  con Apaf-1, que  se  encuentra en el citoplasma,  con lo cual  se inhibe 
la activación de la caspasa-9  (Song  et al, 1999). La  ceramida  C6  disminuye Bcl-xL y puede 
reducir la apoptosis  causada por pérdida del potencial de  membrana mitocondrial (Metkar 
et al, 2000). Un descenso  de Bcl-2 moderado  puede desencadenar la muerte celular por 
autofagia (Saeki  et  al,  2001) 

Las células  pueden generar ATP por la glucólisis y mantener su potencial de 
membrana mitocondrial normal por el uso del traslocador  ADP/ATP para importar  ATP en 
In mitocondria conocido  como adcnin nucleotido traslocador (ANT) (Skowronek  el al, 

dc clcclrollcs p1tcdu clislllillLlir la producci6n de 0 2 -  (shulzc-0sthofl; 1902). 
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1992).  Algunos  estudios muestran que existc ufia interacción de bc l -2hx  con ANT (Marzo 
et al, 1998). Cuando Bcl-2 csta unido a ANT  este es un canal específico antipuerto de 
ADP/ATP, pero puede formar un canal no específico  en respuesta a Bax (Brustovetsky and 
Klingenberg, 1996, Riick et al, 1998). 

Bcl-xL puede  formar  canales en membranas  lipídicas  sínteticas  (Schendel et al, 
1997; Antonsson et al, 1997). Los canales  formados por l a  familia de Bcl-2 pueden ser 
dcscritos como  canalcs de multiconducción (conduccibn arriba dc 1 nS rcportado para Bax 
y Bcl-2), scnsiblc a pll ,  dcpendientcs dc voltage, poco selectivo a iones. Bcl-2 y Bcl-xLson 
selectivos a  cationes,  Bcl-2 requiere de un pH dcidos para formar canales, lo cual explica 
por que  a pH ácidos  bloquea el inicio de la PMT, mientras que  Bax requiere de un pH 
neutral para formar  canales  y desencadenar PTM  (Antonsson and Martinou, 2000). Los 
miembros de la familia  de Bcl-2 pueden heterodimerizar para formar canales 
proapoptóticos en la membrana mitocondrial Bad y Bod ligandos proapototicos  que  se 
cncucntra cn  cl citoplasma heterodimeriza con proteinas antiapaptóticas  de la membrana 
mitocondrial como  Mcl-l. Las protcinns proapopt6ticas Bok quc  sc cncucntrnn cn la 
membrana heterodimeriza con proteínas antiapoptóticas Mcl-1 o Bfl-1 y funciona como 
canales  que regulan hapoptosis (Hsu and Hsueh, 2000). 

3.1. Niveles de ATP y ROS en la etapa de decisión del tipo de muerle celular. 

A ~ ~ U I I O S  estudios muestran que se requiere la activación de las caspasas  para la fase 
de ejecución de la apoptosis, mientras en la muerte necrótica, deben  ser  inactivadas  (Hirsch 
et al, 1997; Lemaire  et  al, 1998a, Li et al, 1998; Denecker et al, 2001).  Estos  estudios han 
sugerido  que la activación  de las caspasas es un  elemento de control  que  determina  el tipo 
clc mucrtc cclular. Por otro lado, tanlbiCn se sabc quc sc rcquicrc dc ATP para la progresión 
de la apoptosis (Eguchi ct al, 1997; Lcist et al,  1997), al respecto se  sugiere  que el nivel de 
ATP es  directamente  afectado por la actividad catalítica de  PARP (poli-(ADP-ribosa) 
polimerasa), y que  durante la apoptosis  PARP  se  divide en dos  fragmentos de 25  kDa con 
N terminal, y otro  fragmento  de  89  kDa  con C-terminal por la actividad  de  las caspasas 
(Kaufmann  et al, 1993)  y  justamente esta división es la que  permite mantener el ATP 
ncccsario cn l a  f x c  tic cjccución dc la apoptosis (I-Ierceg and Wang, 1999). La actividad de 
PARP rcducc los nivclcs dc  NAD+ y rcsulta cn la disminuci6n dcl ATP cclular; Algunos 
inhibidores químicos de PARP, como 3-aminobenzamida (3AB), previenen la necrosis pero 
sc desencadcna la apoptosis  (Paiomba  et al; 1996). En  la necrosis hay falla de la respiración 
oxidativa, y cambios cn  la permeabilidad nlitocondrial y  celular  (Krocmer etal, 1997, 
I,aszlo and CsalxI, 2001). Sc ha sugcrido  quc los fragmentos dc  25 kDa con N-tcrminal 
ticncn m6s alinidacl por  cl DNA, puesto quc PAIU' es  catalíticamcntc  activado por el DNA 
tlufiado,  impiclc su aclivacibn adcm6s dc inhibir la rcparación dcl  DNA por limitar cl ~ C C C S O  
dc  cnzimas  que reparan el DNA. (Kim et al, 2000). La inhibición de las caspasas no 
previene la apoptosis  inducida por drogas, sin  embargo no se observa un incremento en la 
supervivincia  dc las cklulas, m8s bien sc inicia la muerte celular nccrbtica (Lcmaire et al, 
1998). 1,a apoptosis  coincidc con l a  libcraci6n de  citocromo  c  dc la mitocondria, activacion 
de  caspasas,  división  de proteinas, asi como l a  condensacion y fragcmntación del DNA. En 
nccrosis no sc acompaiia por la fragmcntnción del DNA, activacion de caspasas o division 
dc preteinas especifico de caspasas, apesar de la liberacion de  citocromo  c, posiblemente el 
pcroxido de  hidrogeno inhibe a  las  caspasas los niveles  de ATP no restauran la actividad de 
las caspasas  (Samali  et  al,  1999) un evento comun observado en la muerte apoptotica y 
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necrotica es  la liberación del citocromo  c (Li et  al, 1999). en  timocitos  a  los  que  se induce 
la muerte necrotica  por  estres  oxidativo, al incrementar  se la actividad de PARP pero al 
inhibir su  activación  con purinas se  incrementa la apoptosis lo que  demuestra  que PARP es 
el responsable  del  descenso  de ATP requerido para  desencadenar  la  necrosis (Laszlo and 
Csaba, 2001). 

4. Purlicipacidn de los lisosomas en la fase de  decisicin del lip0 de muerle celular. 

Los lisoso~nas son organelos intracclulares, con un  pH ácido cn SLI intcrior, que sc 
localizan en  todas  las  células  animales  cuya función principal es  la  degradación  de 
macromoléculas celulares  (Goldberg and John,  1976;  Ohkuma and Poole 1978), en el 
proccso de  autofagocitosis,  los lisosomas se fusionan a  vacuolas  autofágicas que tienen 
doble membrana,  (Ericsson,  1969;  de Duve, 1969;  Takeshige et al, 1992; Mortimore et al, 
1996) así mismo  se  fusionan a las vacuolas  endocíticas  las  cuales  contienen material 
externo  (Silverstein ct al,  1977),  también  pueden participar como almacén de material sin 
degradar (e  Dude, 1969) y regular  el potencial de  membrana  mitocondrial  (Diaz  et al, 
1999). En el  ovario, los lisosomos  tienen  una  importante participación en su crecimiento y 
dcsarrollo (Dimino  et  al, 1997), participa en la maduración y  la atresia folicular  (Ezzel and 
Szego,  1979; Rahi and  Srivastava, 1984; Wise, 1987; Ballesteros et al, 1992; Baños et al, 
1996; Rosales 2000), en  la regresión dcl cuerpo lúteo (Smith  and  Waynforth,  1970) y en la 
ovulación (Morales  et al, 1983; Takenaka et al,  1980; Robker et al, 2000), pueden participar 
cn cl mctabolistno  dc  hormonas  esteroides  (Elfont  et al, 1977)  principalmente  a trevés de 
una 17 beta-hidroxiesteroide  deshidrogenasa  que participa en el metadolismo de estradiol a 
cstrona (Entcnmann ct al, 1980, Gilligan et al, 1986), y de la internalizacin de 
gocladotropinas y s u  rcccptor (Gilligan ct al, 1986;  Shimizu and Kawashima, 1989). 

Una caractcristica  común  a  todos los lisosomas  es  que  contiene hidroloasas ácidas, 
se han identificado al menos 60 diferentes enzimas  capaces  de digerir proteínas (proteasas), 
ácidos  nucleicos  (nucleasas), glúcidos (glucosidasas),  lípidos  (lipasas y fosfolipasas) o 
rosratos de moldculas orgánicas (fosfatasas) (Barrret and Heath,  1977)  estas  enzimas son 
contenidas  en  estos  organelos,  de  manera  que  estas  enzimas  están  separadas  de los 
substratos intracclulares por una membrana previniendo la  digestión intracelular sin 
regular (de  Duves  1969). 

Las catcpsinas  pcrtcncccn a las proteasas lisoson~alcs y al mcnos sc han idcntificado 
seis  géneros de cisteina proteasas como  la  Catepsin By L, S, K, C y H las  cuales presentan 
caractcríslicns cnzimrilicns similarcs. gencralnlente participan en la degradación de 
colhgena ('Towatari ct al, 1991, Katunuma et  al, 1999). Mientras  que la catepsina D 
pcrtenecc a las asphrtico protcasa lisosomal, la cual  esta presente prkticamente  en todos  los 
animales  (Yamanloto 1995). 

La  estabilidad  de  los lisosomas en relación a la degeneración  celular  ha sido 
material de  disputa  desde el descubrimiento  de  estos  organelos por Christian de Duve quien 
consideró a los lisosomas como unas bolsas repletas de  enzimas  que,  de liberarse, 
destruirían a  toda l a  célula, por lo que  provocativamente,  les  llamó "bolsas suicidas" (de 
Duve 1959; de  Duve  1966; de Duve 1969). 

Se considera  que en varios estados patológicos, el  daño  celular  puede  ser iniciado 
por la liberación cxtracelular o intracelular  de  enzimas  ]isosoma]es (Gldstein and 
Wcissman, 1977). La liberación cxtracelular de  enzimas lisosomales que  se  observa por ías 
cClulas fagociticas  (Bachner et al, 1968; Weissman et al; 1971), en células expuestas al 
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complejo antígeno-anticuerpo  (Davies and Allison 1976) y las  células necróticas que se 
lisan (Van Lancker,  1975),  las  enzimas lisosomales pueden dañar  al  tejido periférico y 
desencadenar una respuesta inflamatoria aguda  (Goldstein and Weissman,  1977). 

A la fecha,  está en debate, si es necesaria la ruptura lisosomal para que ocurra el 
daño  celular  Una  serie  de  experimentos  en  los  que  se induce la liberación  de  enzimas 
lisosomales  como  por  ejemplo: la que  se  observa  en  los  macrófagos o leucocitos al 
fagocitar cristales de urato  (Weissman et al,  1971) o partículas de  sílice  (Allison et al, 1966; 
Nadler and  Goldfischer,  1970); la liberación de  enzimas  que  ocurre  por la exposición a 
metales pesados  (Sternlieb and Golldfischer,  1966) o colorantes  fotosensitivos  (Allison and 
Young, 1964);  a virus (Allison and Mallucci, 1964) y en la isquemia del miocardio (Decker 
band Wildcnthal, 1978). Aunque la ruptura lisosomal ha sido  documentada en estos 
sistemas,  las  evidencias  que sean estas las causas  de la muerte son solo circunstanciales, ya 
que  se ha observado  que l a  degeneración  celular  que  ocurre por la fagocitosis  de partículas 
de  sílice  es una consecuencia  de un efecto desestabilizante  de la membrana plasmática 
cclular, con la consccucntc  entrada  de ioncs calcio, y quc las cnzimas lisosonnlcs liberadas 
dcntro del citoplasma por la ruptura de la membrana lisosomal por sí mismas no son 
capaccs  dc  causar daíio a la cdlula (Kanc et al; 1980). TambiCn sc ha mencionado  que  los 
lisosomas muestran una ultraestructura normal y  solamente  se observan alteraciones en los 
procesos degenerativos  avanzados  después  del  daño irreversible (Slater and Greenbaum, 
1965; Trump and Arstila, 1975) y la liberación tardía  de  enzimas  lisosomales  simplemente 
acompafian la rcmocihn enzimhtica de  las  células  muertas (Van Lancker,  1975).  Sin 
cmbargo sc ha demostrado por cstudios ultracstructurales con microscopio dc transmisi6n 
de  electrones que los lisosomas  que tienen una  membrana  intacta  pueden  filtrar  sus  enzim 
as hacia el citosol y producir la muerte  celular (Brunk and Ericsson, 1972; Brunk et al, 
1972; Brunk et al;  1997; Mellquist et al 1997; Zdolsek et al 1990). 

Otras  observaciones  que  se han realizado sobre  células en cultivo teñidas con 
naranja de acridina, una base débil lisosomotrópica lipofílica (AO) (Robbin and Marcus, 
1963; Allison and Young, 1964; Zeienin, 1966; Rundquist et ai, 1984)  que  al aceptar 
protones no puede pasar a  trevés  de la membrana lisosomal acumulandose en este organelo 
(deDuve et al, 1874); han mostrado que existe una relocalización del A 0  de los lisosomas 
hacia el citosol antes de la degeneración celular (Zdolsek et al, 1990; Zdolsek, 1993), como 
una consccucncia dc una reaccicin oxidativa intralisosomal, catalizada por el Fe 
(II).(Kobbins and Marcus, 1963; Allison and Young, 1964; Zdolsck ct al, 1993; Zhang ct 
al; 1995; Ollinger and Brunk, 1995; Brunk et al, 1995; Brunk et al, 1995a; b; Zhang  et al, 
1996; Roberg and Ollinger  1998;  Roberge  et  al,  1999).  Sin tener en  cuenta el mecanismo de 
inducción se  observa  que un moderado grado de ruptura lisosomal resulta en la apoptosis de 
la célula, mientras  que  un mayor daño  lisosomal  termina  en la necrosis  de la célula 
(Zdolsek et  al, 1993; Brunk et al, 1995b); y cuando la cdlula se  expone  a un menor daAo 
lisosomal resulta en una actividad reparativa autofagica (Brunk  et  al,  1995a; Brunk et al, 
1997). Inicialmente, la relocalización del A 0  es debido  a la destrucción del gradiente de 
protones dc la membrana  lisosomal,  más  tarde, sin embargo, se ha observado  que es 
acompaiiado dc la salida  de  enzimas hidrolíticas lisosomales (Ollinger and Brunk, 1995; 
Brunk et al, 1995b), las enzimas hidrolíticas pueden por ellas  mismas  scr constituyente del 
factor de cjccuci6n de la muerte  celular (Brunk et al, 1997). 

Se ha postulado que las especies  óxido reactivas pueden dafiar a la  cClula a travks de 
la ruptura de la integridad lisosomal y que la menor desestabilización produce alteraciones 
degenerativas  que  son reparadas rápidamente  y eficientemente por un proceso 
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autofagocitico, cn u n  pcriodo dc ticmpo corto, pcro si cl daiio a la mcmbrana lisosomal es 
cxtcnso, la cdlulas no sobrcvivc.(Wilson ct al 1987; Zdolsck ct al 1990; Zlmng et al 1992; 
Zdolsck et al 1993;  Zhang and Brunk 1993; Brunk et ai 1995a; Brunk et al 1995b; Zhang et 
al 1995). 

El superóxido 0 2 -  es un miembro de  las  especies  óxido reactivas que no es 
liposoluble, y quc por si mismo no causa la peroxidación de  lípidos,  que  es el proceso 
fundatncntal para cl daRo cclular;  sin  embargo 0; es convertido a 1-1202 por acción de la 
super6xido  dismutasa (SOD), el ultimo OH' que  es  generado por las  dos reacciones 
catalizadas por metales,  como: 

la reacción Fenton: 

a).- 1-1~0~ + W 2  (cu+) "+ F ~ + ~ ( c u + ~ )  + OH-+ OH' 

y la de IHaber-Weiss: 

b).- 0 2 -  f H2Oz ___+ 

O2 + OH- + OH' Fc o cu 

es de las  especies  oxido reactivas que  causa  mayor dafio oxidativo a macromoldculas que 
incluyen al DNA, proteínas  y  lípidos  de  membranas (Halliwell and  Gutteridge, 1989). 

El 0 2 -  puede incrementar la liberación de Fe (11) de  las  proteínas  que contienen este 
mctal, de tal forma quc al reducirlo Fe (111) corno consecuencia  del  ataque oxidativo del 
supcrbxido  sobre  estas proteinas; una vez libre el  Fe (11) reduce al pcrbxido de hidr6geno 
en cl inicio de  la reacción Fenton, como  se  observa  en  el inciso A con la producción de un 
potente agente  oxidante  como el radical hidroxilo. El Fe (11) puede  ser  originado tambiCn 
de la reducción de Fe (111) por  un agente reductor  celular  como el ascorbato y grupos  tioles 
(Keyer et al,  1995;  Keyer and Imlay,  1996;  Pianzzola  et  al,  1996  Liochev  and Fridovich, 
1994; Liochev, 1996). 

a. Fe(ll] t Hz0 3 Fe(lll] t OH- t HO' 

b. Fe[li) t LOOH I) Fe(lli) t OH- + LO' 

Liochcv and Fridovich, (1997) mencionan que  las alteraciones que  ocurren en la 
membrana por efecto de ROS depende  en una variante de  la reaccibn Fenton, que se 
observa en el  inciso  b;  donde L denota  a  un  ácido  graso  poliinsaturado como el 
araquidonico y que  el radical alcoxi (LO*) generado  en  esta  reacción  puede iniciar la 
oxidación  de  lipidos  poliinsaturados  de la membrana por una reacción en  cadena  de 
radícales libres  que  desestabiliza  a la membrana  (Tappel, 1972; Barclay and Ingold, 1981) 
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La reacción que  ocurren de los pasos  de  b-e son los  que  causan el daño  a 
membrana  mitocondrial (Liochev and Fridovich,  1997) y posiblemente  la  labilizan 
membrana lisosomal que puede ser la causa  de la degeneración celular por apoptosis o por 
necrosis (Brunk  et  al,  1997; Hellquist et  al,  1997).  Sin  embargo bajo condiciones 
fisiológicas cl Fc (TI) localizado intralisosomalmente (Brunk et al, 1992; Zdolsek and 
Svensson,  1993; Zdolsek et al, 1993a, b), aumenta la concentración de lipofusina o ceroides 
(Brunk et al, 1992). 

En las células  se han localizados  dos  tipos  de  lisosomas los que solo contienen 
enzimas y que no han participado en  procesos  digestivos  se  conocen  como lisosomas 
primarios, mientras que los que contienen materiales  en digestión es su interior se conocen 
como lisoson~as secundarios  estos son los lisosomas  vulnerables  a las especies  óxido 
reactivas (Brunk  et al 1995a,b; Ollinger and Brunk, 1995;  Zhang  et al, 1995) como 
consecuencia  de su contenido normal, aunque con pequeñas  cantidades  de Fe (11) (Borg and 
Schaich 1984; Halliwell and  Gutteridge 1985; Starke et al 1985;  Starke  and Farber 1985; 
O'Connell et al 1986;  Gannon  et al 1987; Farber  et al 1990; Brunk et al 1992; Zdolsek and 
Svensson,  1993; Zdolsek et  al; 1993a,b) como  consecuencia  de la autofagocitosis  de 
organelos y prolcinas  (Ericsson, 1969; Brunk et al,  1992;  Mortimore et al;  1996) 
principalmente de mitocondrias y citocromos  (Sakaida  et al 1990; Brunk et al; 1992). El 
Fe(I1) puede  estar  presente  en  los  lisosomas  secundarios por un tiempo  corto  antes  de  ser 
transportado hacia el citosol, para ser utilizado en la síntesis de nuevas macromoléculas o 
puede ser  almacenado  como ferritina; la ferritina, es un complejo  de Fe (111) y apoferritina, 
que es  también  sujeta a autofagocitosis. La  autofagocitosis  de  ferritina  insaturada  provoca 
que  actúe  como un quelante  de Fe (11) dentro de los  lisosomas y, por un  instante, deprime la 
reacción oxidativa  catalizada por el Fe(I1) disminuyendo el dafio lisosomal (Garner et  al; 
1997;  Olejnicka  et  ai;  1997) por lo que se ha considerado como  un  agente protector del 
daiio oxidativo  (Balla  et al 1992; Balla et al 1993). Por otro  lado el mecanismo  de 
transpork dcl Fc(1l) dcl lisosotna hacia cl citosol cs dcsconocido,  aunquc  se ha sugerido 
quc algunas moldculas, como al ADP y citrato, puedan tener acción quelante (Crichton and 
Ward, 1092). l as  dil'crcncias sokrc It1 cstobilidnd dc la mcnlbrium lisosomal al cstr6s 
oxidativo que se cncontraron entre  diferentes cClulas (Zhang et  al;  19996; Olejnicka et al;. 
1907) puede  ser el reflejo de diferentes grados de actividad autofhgica cntre  las cklulas, lo' 
cual trae consigo  diversas  cantidades  de Fe (11) intralisosomal (Brunk et al 1992). 

Se ha sugerido  (Sheen y Macklis 1994),  que la relocalización de proteasas 
lisosomales co~lduccn a la apoptosis Adcmhs la conccnlraciOn dc la protcasa catepsina D se 
incrementa después de expresarse p53 en células linfoides durante  la  apoptosis, mientras 

. "  
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C ~ L I C  ;II acl~ninist~;~~~ pcslatina A, u n  i n h i l i c l o l .  cspcxílico clc ca(cpsina I )  (I<obcrg et al, 1999), 
pucdc inhibirsc la apoptosis, p53 favorccc la sobrccxprcsión dc  catcpsina  D (Wu et al, 
1998). La relocalización  de catepsina D en el citosol ocurre antes de que  se inicie el cambio 
e11 l a  I~crnlc~~bilidacl mitoconclrial y sc libcrc el citocromo  c mostrando quc  cs un  proceso 
tcmprano en cl ploccso clc l a  apoptosis (Robcrg ct ill, 1999; Nc11zil ct al, 1999). La 
catcpsina I> cs u n  I'actor dc muerte el cual puede activar a la procaspasa-3 incluso pucdc 
cstimular a t1uc l a  ~nitocondria a liberar sus factores apoptóticos  (Isahara et al, 1999). 

Posiblemente  el  catepsina B también esta involucrado en la activacion de la caspasa 
3, ya cpc  sc ha observado  que el sobrenadante  de la fracción lisosomal tratada con 
cligilonina activa a la caspasa-3 y quc inhibiclorcs cic la catcpsina 13 como 1'44 y Icupeptina 
suprimcn esta accitin (Ishisaka ct al, 19%). Sin ctnbargo otros cstudio e11 el cual sc utiliza a 

Grccnc, 199 1 )  mucstran quc catcpsina I3 pucdc aumcntar la supcrvivcncin dc las c6lulas al 
degradar la catepsina  D,  a  CAD  e  ICAD así como  al grupo de caspasas  (Shibata et al, 1998; 
Tsahara et  al,  1999),  mientras  que la catepsina  D  puede  transformarse en un factor 
dcsconocido  quc  dcscncadene la nluerte al favorecer la liberación de  factores  apoptóticos 
tlc l a  n1itoconclriu, esta accihn pucdc scr bloqucada por BcI-2 (Isahara ct a l ,  1999). 1% otros 
cxpcrimcntos cn los cualcs  sc controla l a  ruptura lisosomal con un detergente 
lisosomotrofico MSDN que puede protonarse y  acumularse  solo en el aparato lisosomal 
(Fircstone et al, 1979; Li et al, 2000) si se utiliza a bajas concentraciones  desencadena la 
apoptosis y a altas concentraciones  desencadena la necrosis, lo  que  sugiere  que las 
protcas:ls lisoson1alcs son ncccsarias para activar  directamcntc  a  las procaspasa e 
intlir'cchnlcntc pucclc Iilvorcccr l a  IibcraciOn clc fnctorcs proapoloticos clc l a  mitocondria 
(Li ct al, 2000). Cuanclo inicia la apoptosis sc ha obscrvado una disminuci6n  dc catepsina I3 
la cual es inmediatamente  acompañada  de un incremento de catepsina  D (Shibata et al, 
1998). 

las cdulas I'C I2 y a l u  cual se ic i l l t I l lCC apoptosis por la suprcsioll elc s11cro (nalistatou and 

Otras catcpsinas  que pueden participar en la activación de la procaspasa-3 es la 
calcpsina L, bajo condicioncs i n  vifro cuando sc adiciona a1 cultivo dc cdlulas CLIK-060- 
181, un inhibidor  específico  de esta catepsina,  se  impide o interrumpe la apoptosis 
(I<ntunurna ct al, 1999),se conoce muy poco de la regulacihn dc esta catepsina y su 
interacción con la catepsina B y D. Por otro lado se ha demostrado  que  DNasa lisosomal 
pucdc participar cn l a  dc gradación dcl DNA junto con CAD en la fase de degradación  de la 
apoptosis (Mcl,I.roy c l  al, 2000). 

Ilxistcn milltiplcs rcpucstas biolcigicas a cstínlulos cxtra cclular cluc son mediados 
por la generación intra celular  de  ceramida  (Ballou  et al, 1996; Testi,  1996; Kolesnick and 
Krónke; 1998;  Levade and Jaffrézou, 1999).  Entre  estas respuestas encontramos  que la 
ceramida  producida en organelos ácidos a  través de la acción  de la enzima lisosomal 
csfingomielinasa 6cida desencadena la apoptosis  (Hannun, 1996; Obeid et al 1993;  Cifone 
ct al; 1994, 1995; I-Iaimovitz-Friedmall et al; 1994; Jaffrbzou et al, 1996; Verheij et al, 
1996; Wright ct a l ,  1996). Sin ctnbargo I n  ccranlicla  gcncracla por la csfingomic1inm.a dcida 
es ncccsaria pero no suficicntc para inducir apoptosis (I-Iiguchi ct al 1996), sino quc se 
requiere de la presencia  simultanea  de  ceramiddcatepsina  D, esto fue dcmostrado porque el 
uso del inhibidor de catepsina D, pestatina A o anticuerpos  contra el mensajero de catepsina 
D inhibcn la apoptosis (Dciss  et al 1996). 



JUSTIFICACI~N. 
Literalmente, atresia (término Griego) significa el cierre u obliteración  de un 

orilicio o pasajc normal dcl cucrpo (a=sin; trcsos=pcrforación). Daajo cl contcxto dc l a  
fisiología ovhrica la atrcsia folicular dcnota un proceso degcncrativo por mcdio dcl cual  sc 
picrdcn l a  mayoría de los folículos del ovario  durante el desarrollo reproductivo de las 
hcnlbras (Ryan ct a l ,  1976;  Ryan, 1981). La atresia representa un fcnómeno [undamental  en 
la biología de la reproducci6n (I-Iunvitz y Adashi, 1992) que puede llevar a la pCrdida de 
hasta cl 99% de los ovocitos que se encuentran al nacimiento en el ovario en la mayoría de 
las cspccics (Tsnfriri and Draw, 1984; 1-Tirshfiel, 1991; I-Isuch ct el, 1996; McGee et al, 
1998; I-ISU and I Isuch, 1998). A pesar de que  sc han realizado numerosos cstudios  sobre 
cstc importantc fcn6mcn0, hasta el momento no es posible prccisar, con exactitud, las 
causas que  descncadenan o determinan la atresia folicular. Puesto que  nunca interfiere con 
la reproducción normal su universalidad permite  suponer que es un proceso indispensable 
para la sobrevivcncia de las  especies  y  que  por lo tanto debe estar  sujeto a una cuidadosa 
rcgulación. Algunos  autores consideran que  es un proceso ncccsario para quc  se realice 
normalmcntc l a  maduraci6n (sclccción(?)) dc los ovocitos  que dcbcr6n scr  ovulados 
(Guthrie et al, 1995; I-Isueh et al, 1994; Jolly et  al, 1997). Es también importante mencionar 
que, a pesar de la atención  dedicada a este  tema por diversos investigadores, no ha sido 
posible encontrar ningiln marcador bioquímico o endocrinológico que  permita predecir con 
ccrtcza cu,ilcs folículos tcrminarhn atrdsicos. 

La atrcsia pucdc ocurrir en cualquier etapa  del  desarrollo folicular (Mariana  et al, 
199 1) pcro es más común  en los folículos antrales  (Kaipia and I-Isueh, 1997; Billing et al, 
1096; Chun and I Isuch, 1998). Uno dc los cvcntos más importantcs que acompafian al 
proceso de atresia es l a  muerte de las  células  de la granulosa (Byskov, 1978; Hughes an 
Gorospe, 1991; Tilly et al, 1991; Tilly, 1993; Billig et al, 1994; Chun et al, 1994; Yuan and 
Giudicc, 1997; Rrcckwoldt et al, 1996; Makrigiannakis et al, 1999) por lo que resulta 
intcrcsantc profundizar en cl conocimicnto  de los mecanismos  dc mucrtc celular quc 
participan en l a  atresia y determinar si estos tienen características particulares  de acuerdo 
al tamaAo  del folículo y su grado de avance en el proceso atrksico (Rosales-Torres et al., 
2000). AdcmAs, cl papcl Inn importantc que dcscpcila la mucrlc cclular cn muchos de los 
procesos biológicos ft~ndamentales,  hace  que el estudio  de la muerte por sí misma sea el 
fbco dc atcnci6n dc numcrosos grupos dc invcstigación. 

Se ha reportado  que el mecanismo de  muerte  que  se presenta en las  células  de la 
granulosa de folículos  durante la atresia es,  fundamentalmente, el proceso  de apoptosis, 
mientras que la necrosis participa en las etapas  tardías (Tilly et al,  1991;  Hughes y et al, 
1991; Tilly  et al, 1992). Sin  embargo  existen  evidencias  que  demuestran la participación de 
más de un tipo de  muerte  celular en el inicio de la atresia folicular  (Peluso  et al, 1981; 
Kovacs et al, 1992; D'I-Icrde et al, 1996;  Van Wezel et al, 1999) y reciéntemente 
numcrosos grupos dc invcstigación han encontrado  evidencias  que scfialan que la muerte 
por aiteracioncs en el funcionamiento de los lisosomas, necrosis, desempeña un papel 
relevante en la producción de la muerte de las  células  de la granulosa (Besnard et al., 1997; 
Isallara et al., 1999; Wci-Li et al., 2000) particularmcntc rclacionado con cl tamafio de 10s 
folículos en los  cualcs se desarrolla este proceso (Rosales et al, 1999; Rosales-Torres et al, 
2000). 



Por otro lado en otros modclos sc ha nlcncionado quc la mucrtc cclular necr6tica y 
apopt6tica pucdcn tlcsarrollarse simulthncamcnte cn varios tipos  dc procesos tanto 
Lisiol6gicos, como  patol6yicos  (Kerr ct al, 1987; I-Iuschtsha ct al, 1994; Darzyinkiewicz et 
al, 1997). Es importantc  señalar  que células sometidas  a los mismos  estímulos patol6gicos 
pucden scr Ilcvadas a la muertc tanto por apoptosis  como por necrosis  (Darzynkeiwicz et 
al, 1994). En estos  casos cl momento mctab6lico en el que sc encucntra la cklula es  el que 
parccc determinar cual dc los dos mecanismos de muerte celular sera  el  que predomine 
(Darzynkciwicz  ct al, 1994). Dcsdc cstc punto de vista,  se ha demostrado  que  los  factores 
mctab6licos 1116s importantes quc participan para definir el tipo de muerte estan 
rclacionados con cl cquiibrio cncrgdtico de l a  célula y la disponibilidad intracelular de ATP 
(Richter et al, 1996; Lcist et al, 1997; Tsujimoto, 1997). 

Es posiblc pucs considcrar quc ambos procesos de mucrtc cclular, rcpresentan los 
extremos  de una vía única de muerte celular (Fernández  et al, 1994; Lemaster  et al, 1998; 
Renvoizé et al,  1998).  Células  sometidas a tratamientos  que daíían las membranas 
lisosomales  pueden iniciar el  proceso  de muerte celular por necrosis,  dependiendo  de  la 
magitud del  daño  (Zdolsek  et al, 1993; Brunk et a1,1995b, 1997; Wei-Li et al., 2000). Por 
otro lado, procesos  que alteran la funcionalidad mitocondrial y modifican los mecanismos 
clc rcgulaci6n dc I n  pcrmcabilidad transitoria dc las mcmbranas de cste organelo, 
dctcrminar6n la iniciacibn dcl proccso dc  apoptosis para producir la mucrtc  dc la cClula 
(Colombo, 1995; Zanzami ct al, 1997; 1,cmastcr ct al, 1998). 

En este  estudio nos proponemos contribuir al conocimiento  de la atresia folicular en 
la oveja y ampliar  nucstros  conocimientos  sobrc l a  participación y la oportunidad con la 
clue sc prcscrllwl las altcracioncs cn I n  lilncionalidncl clc l as  n1cmbran;ls clc los  lisosomas y 
dc las mitocondrias cn la determinación del tipo de proceso de muerte de las células de l a  
granulosa durante la atresia  de los folículos antrales  de  dos  tamaños  pre-seleccionados, 

NIP~TESIS .  

El tipo dc mucrtc  celular que se presenta en las células de l a  granulosa durante la 
atresia de  folículos  antrales en la oveja,  depende  del  tamaño  del  folículo y de  las 
características  funcionales  de  las  membranas  de mitocondrias y lisosomas presentes en  el 
momcnto en que  sc inicia el proceso de  involución folicular. 

Ol3JETIVO GENERAL. 
Cuantificar por citometría  de flujo las  alteraciones  de la permeabilidad membranal 

de las mitocondrias y de  los lisosomas en  folículos antrales de la oveja  seleccionados por su 
tamaño y por s u  grado de  atresia. 

OBJETIVO PARTICULAR. 
Determinar la importancia  que  tiene  el tamaño folicular en  el tipo de muerte  que 

ocurre  en las células  de la granulosa durante el proceso  de  atresia  en  la  oveja. 



MATERIAL Y METODOS. 

Matcrial  biol6gico. 
Sc utilizaron ovarios  dc ovcjas no gestantcs sacrificadas  cn cl rastro "La Aurora" 

Estado de  México. Los ovarios se trasladaron en una solución  salina  amortiguadora  de 
fosfatos (PBS) 0.01 M  pH 7.4 en hielo, hasta  el laboratorio de Bioquímica  de l a  
1Jniversidad Autónoma Metropolitana-Xochimilco, en un lapso no mayor a una hora. 

AI llegar al laboratorio los folículos se lavaron dos  veces con PBS 0.01 M pH 7.4 
frío, se  disecaron  con  unas  pinzas  de microcirugía con  punta roma, y se clasificaron por su 
tamaño  en  dos  grupos:  de 3-6 mm y mayores de 6 mm, y por su grado de atresia en cuatro 
grupos (1,2, 3a y 3b)  para lo cual  se  utilizó  un microscopio estereoscópico, (magnificación 
12OX). La clasificación  se realizó de acuerdo  a  los  criterios  validados por nuestro grupo 
(Rosalcs ct al, 2000) dc  acucrdo a los siguicntes  criterios morfológicos: 

-Sc  clasilicaron corno atresia 1 aquellos  folículos  que prcsentaron abundantc 
irrigación, clara  brillantez y en los cuales no era  posible  observar desprendimientos 
aparcntcs de las capas  dc  células dc la granulosa. 

-En el grupo de  atresia 2 estuvieron los folículos  que presentaron ligera disminución 
cn su irrigación, disminución en  su brillantez y que presentaron pequcfios dcsprenditnientos 
dc la capa  de las cdlulas de la granulosa. 

-En cl grupo 3 estuvieron los folículos claramente atrésicos. Este grupo se dividió 
en dos, el 3a donde  se incluyeron los folículos con una disminución  importante  de su 
irrigación, abundantcs dcsprendimientos dc la capa  de granulosa y dc  apariencia grisácea. 
1;inalmcntc cn cl grupo 313 sc incluycron los folículos con grandcs dcsprcndimicntos  dc In 
capa de la granulosa, casi nula irrigación y  pérdida del complejo ovocito-cumulus. 

Se  ha  demostrado  que  esta clasificación morfológica se correlaciona  adecuadamente 
con l a  clasificación  histológica  de las folículos  (Rosales  et  al, 1990; Ballesteros  et al, 1992; 
Garcia et  al,  1997) y la relación hormonal P4/E2  de acuerdo al grado de  atresia (Rosales- 
l'orrcs et al, 2000). 

Obtenci6n de 1:)s cClulas dc la granulosa. 

Después de clasificar los folículos se recuperaron por aspiración con  reflujo las 
células de la granulosa  suspendidas en el líquido folicular, utilizando una jeringa  de 
insulina con una aguja dcl número 25. Postcriormcntc los folículos sc  abricron  con tijcras 
clc microcirugia y sc rcaIiz6 u n  raspado suavc  dc sus parcdcs, utilizando pinzas de punta 
roma, para recuperar las  cClulas de la granulosa que quedaron adheridas en las paredes del 
folículo. Durantc cl raspado las ccilulas fueron resuspendidas en 200 pl de 1'13s (0.01 M) pH 
7.4 (Ballesteros  et al, 1992; Guthrie et al, 1994). Las células  obtenidas de estas maneras 
fueron mczcladas para su postcrior proccsamicnto. 

1,as suspcnsioncs  cclularcs dc cada foliculo fucron ccntrifugadas para rccupcrar las 
ct5lulas (I3allcstcros ct al, 1992). Considerando que la nccrosis y In apoptosis pucden ser 
inducida por proccdimicntos bruscos las suspensiones  celulares sc centrifugaron a una 
vclocidad dc 500 X g por 10 min. Las células se resuspendieron finalmente en 600 11 PBS 
y se tomó una alícuota para determinar la viabilidad celular por tinciones supravitales y 
para contar las ccilulas en una chmara de  Ncwbauer. 



Estudio  citométrico 
A)  Determinación de las  alteraciones de la permebilidad de la membrana 

lisosomal (Traganos  and  Darzynkiewicz, 1994). 

La  permeabilidad  de  la membrana lisosomal  se  determinó por el uso de Naranja de 
acridina (AO), una base  débil lipofilica que  se  considera un agente lisosomotrópico 
(Rundquist el al,  1984).  La estimulación lumínica del A 0  a  pH  ácido  produce fluorescencia 
roja,  mientras  que  a pH neutro, o alcalino,  emite  una  fluorescencia verde (Darzynkiewicz 
and  Kapuscinski,  1990). El A 0  tiene la propiedad  de  que en su estado nativo es  capaz de 
atravesar  libremente  las  estructuras membranales. Sin  embargo,  a  pHs  ácidos  acepta 
protones y se carga  positivamente lo cual la hace incapaz de  atravesar la membranas 
celulares  (de  Duve  et  al,  1974), así que  en lisosomas normalmente funcionales  el A 0  se 
acumula,  se  carga  positivamente y queda  atrapado  dentro  de los lisosomas de las ctlulas. La 
concentración del fluorocromo  está  determinado por el gradiente de pH de  la membrana 
lisosomal (dc Duvc et al, 1974). Cuando hay daño en el funcionarnicnto dc los lisosomas, 
tanto la habilidad de conservar un pH ácido  como la permeabilidad selectiva de la 
membrana lisosomal se alteran, lo cual permite la salida  del  fluorocromo de los lisosomas 
hacia el citosol (Brunk et al, 1995b). 

De  acuerdo con lo propuesto or  Traganos y Darzynkiewicz  (1994)  si se utilizan 
concentraciones bajas de A 0  (<lo- M) este fluorocromo se puede unir en forma 
monomtrica  a los ,acidos nucleicos de  las  células vivas, mientras que los lisosomas 
conccntran sclcctivamcntc cl colorantc y produccn la formación dc  agrcgados. La acidez 
del pH normalmente presente dentro de los lisosomas, así como la formación de agregados 
aumcnta la producci6n dc fluoresccncia dcl A 0  cn  el rango rojo dcl espcctro. Bajo estas 
condiciones  de  concentracibn  sblo  las  células vivas, con lisosomas adecuadamente 
funcionales acumulan  colorante en estos organelos permitiendo  determinar  este 
funcionaniento normal por la emisión  de fluorescencia roja,  mientras  que  los lisosomas 
altcrados no solo pcrmiten la salida dc AO, sino  que evitan la producción de fluorescencia 
rqja. 

P 

Siguiendo l a  metodología propuesta por  Traganos and Darzynkiewicz (1 994) se 
prcparó una solución  concentrada (lmg/ml) en agua destilada de  Naranja  de Acridina (AO) 
allamcnlc purificacla oblcnida dcl laboratorio Polyscicnccs Inc (Warrinton, P.A.), La 
solución se almacenó a 4 OC hasta su uso. A una alicuota  de 10' células  de l a  granulosa se le 
adicionó A 0  ( 1  pg/mI) y se incub6 a 37 "C por 30 min. Dcspubs dc  cstc ticmpo sc 
analizaron  10,000  células  en un citómetro de flujo Becton Dickinson Systems,  San José, 
Ca. equipado  con  lámpara  laser de argón  que  emite una luz  de  excitación  a 488 m, 
utilizando el programa Lysys 11. El valor mínimo  de FSC-I-I fue  de  44 y la  ganancia para 
FSC de EOO. L a  emisión  se leyó como fluorescencia roja utilizando un filtro que permite el 
paso de  longitudcs  dc  onda > 640 nm. La intensidad de fluorescencia se registro en  forma 
logaritmica. L a  refcrcncia de fluorcscencia intrínseca o negativa, se estableció con una 
muestra sin el fluorocromo. I 

B) Determinacibn  de  las  modificaciones  de la permeabilidad transitoria de la 
mcmbrana mitocondrial (Darzinkiewicz,  et al 1994). 

Para mcclir los cambios cn cl potcncial dc l a  mcmbrana mitocondrial se utiliz6 la 
Rodamina 123 (Rh123) que es un fluorocromo lipofílico que  se ha utilizado para 
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monitorear variaciones  en el potencial de membrana mitocondrial. Este fluorocromo emite 
una fluorescencia verde (Leprat et al, 1990). Rh123  es específico para mitocondrias ya que 
no es  concentrado  apreciablemente por otros  organelos  como los lisosomas o las vesículas 
endocíticas. El Rh123  tiene  carga  positiva  a pH fisiológico, cruza la membrana 
mitocondrial y es atraído por la carga  negativa  de la matriz mitocondrial (Johnson, 1980, 
Johnson  et  al,  1981).  Cambios  en  el potencial de membrana se reflejan por cambios en  la 
concentración del fluorocromo,  fenómeno  que  se conoce como  señal  de redistribución 
(Cohcn and Salzbcrg,  1978). 

En este  trabajo  se  siguió la metodología propuesta por Darzinkiewicz,  et al (1 994). 
Se preparó una solución  concentrada  de  Rh123  (Eastman Organic Chemicals) (1 mg/ml) en 
agua  bidestilada, 5 u1 de esta solución se adicionaron a una alícuota  conteniendo IO6 
cClulas dc la granulosa suspendidas en 1 m1 de PBS 0.01M pH 7.4. La suspensión  se incubó 
a 37 "C por 30 min en  una  cámara de incubación  con CO2 (Johnson  et al, 1980). 
Posteriormente las  células  de la granulosa se lavaron dos  veces  con PBS 0.01 M pH 7.4 
antes de realizar la medición  en  el  citometro de flujo (Darzinkiewicz, et  al., 1994). 

Dcspu&s dc incubar y lavar el exceso de fluorocromo se analizaron 10,000 células 
dc l a  granulosa cn cl citómetro  de flujo (FACScan, Becton Dickinson System, Mountain 
Viw, CAY USA) con un lciscr de argón usando el programa Lysys 11. La  fluorescencia dc la 
rodamina 123 se midió por excitación  a  488 nm y se determino la emisión en el rango de 
fluorescencia verde de  530220 nm. La FLl se adquirió en  forma logaritmica, se 
establecieron las regiones de fluorescencia sobre los histogramas de  cada muestra y se 
solicitó al citómctro el análisis  estadístico  de  cada muestra de  donde  se  obtuvo el porcentaje 
de células en  cada  región. 

Los resultados del estudio  citométrico, para ambos  fluorocromos  se analizaron de la 
siguiente  manera: para el fluorocromo AO, se  obtuvo el patrón de intensidad de 
fluorescencia en  relación  con  la  distribución  de  las células que  emitieron  fluorescencia roja 
(FL3+)  de  cada  muestra  y  de  esta  distribución  se determinó el cambio  en la permeabilidad 
lisosomal relacionado  con el tanlafio del folículo y cl estadio dcl proccso  de atresia. Para el 
caso  de la Rodamina  123,  se  consideraron cklulas con permeabilidad mitocondrial alterada 
aquellas  que tuvieron modificaciones  significativas en el patr6n de  fluorescencia FL1, 

Anhlisis Estadísticos. 

Los  resultados  se  agruparon de acuerdo  al tamaño folicular y al grado  de  atresia,  De 
los trazos  obtenidos  se  cuantificaron, por integración (pesaje), los  valores  de  las áreas bajo 
las curvas. Sc obtuvieron  promedios  y  desviaciones  estándar de las células  fluorescentes en 
cada uno de los  picos principales del patrón de fluorescencia en relación tanto a la 
intensidad total de  fluorescencia  como al número de  células  que  integró  cada uno de los 
picos. En el caso del marcajc  con A 0  a los datos  se les hizo una transformación logaritmica 
que mejoró las  propiedades  de la distribución  de  dicha variable para utilizar un modelo de 
distribución normal en  el  análisis  de los datos. Para el anhlisis estadístico  de las celulas 
teliidas con  rodamina  123 se utilizaron los datos sin tranformar. 



Los resultados  se  analizaron por Andeva de 2 vías y las diferencias por prueba de 
Tukcy. 

El modelo  estadístico  usado fue: 

Es la variable de  estudio (permeabilidad lisosomal y 
mi tocondrial) 
Es la  media general 
Representa el i-ésimo efecto del grupo folicular  (grado  de 
atresia  clasificado  microsc6picamente) 
Representa  el  j-ésimo  efecto del tamaño  folicular 
Rcpresenta el efccto  de interacción entre el i-dsimo efccto de 
grupo folicular con cl j-dsimo efccto dcl  tamaRo folicular 
Error aleatorio o residuo. 

RESULTADOS. 
Pucsto que no hubo  diferencias  estadísticamente  significativas (p>0.05) entre los 

rcsultados dc folículos con atrcsia 3a y 3b, los datos dc  ambos grados dc atrcsia sc 
combinaron  formando un solo grupo al que  en adelante se le denominara folículos con 
atresia avanzada. 

En prácticamente todos los casos de atresias tipos 1 y 2 el 100% de  las cklulas 
mostraron una fluorescencia >lo2 (Figs. 1-4), mientras  que  en  todos los casos de atresias 
avanzadas  hubo un número importante de cdlulas con intensidades de fluorescencia <lo2. 
Una griifica tfpica del patr6n de fluorescencia encontrado  con el uso de A 0  para identificar 
células de la granulosa  con permeabilidad lisosomal anormal en  folículos  de 3-6 mm  de 
diámetro en  diferentes  estadios  de atresia se  muestra  en la figura 1. Puede observarse que 
tanto el patrón general de distribución  de las células,  como la intensidad de fluorescencia y 
el número total de cClulas fluorescentes  se  modifican  conforme  avanza  el proceso de 
atresia. En  efecto las ccilulas con atrcsia 1 mucstran un patr6n de  distribución uniforme con 
fluorescencia intensa. En la atresia 2 el patrón se  torna bimodal y el pico principal es 
significativamcntc  mcnos fluorescente quc cn la atresia l .  En  la atresia 3 existen numerosos 
grupos  de cklulas con intensidad de  fluorescencia  consistentemente menor que en los otros 
dos  grupos. La gráfica 2 muestra el patrón típico de fluorescencia en las cClulas de folículos 
> Gmm. En este  caso las cdlulas obtenidas de folfculos de tipo 1 (no atrcisicos) muestran 
también un patrón homogCneo con fluorescencia intensa, mayor que la observada  en los 
folículos de 3-6 mm. La  disminución  de la intensidad de  fluorescencia  en el caso de los , 
folículos con  atresia  tipo 2 es realmente notable (10 veces  menor),  mientras  que  en el caso ' 

de la atresia 3 lo notable es la presencia de  un gran número de  células (45%) con 
fluorescencia casi nula. Como  se  muestra  en la figura 3 aunque  persiste  la  tendencia hacia 
la disminución  en la intensidad de fluorescencia y a  la  fragmentación de las células teñidas 
en  grupos  diversos,  las  diferencias en  el patrón de fluorescencia obtenidas  con células de la 
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~ ~ ~ I I I ~ I I o s : ~  dc li~llculos (IC 3-6 I ~ I I I  incubatlns cot1 rodamina son tncnos dramhticas y en  cl 
caso dc  los Iblículos > 6 mm la disminución  en la intensidad de  fluorescencia solo es 
advcrtida cn los folículos con atrcsias  avanzadas. Es sorprendente  notar  que  en  el caso de la 
atrcsia 2 la fluoresccncia de las CClulas de la granulosa  tiende  a  ser  mayor, aunque la 
difcrcncia no es cstndístical7~cntc significativa (Figura 4 y Cuadro 3), que la intcnsidad de 
fluorcsccncin dc las cdlulm  obtenidas de foliculos no atrdsicos. Tambidn cs importantc 
I m c r  notar quc cn gcncrd las intcnsidadcs dc fluorcsccncia observadas cn los foliculos > 6 
mn1 fueron significativanlente  mayores  que  las  proporcionadas por las  células  obtenidas  de 
folículos  de 3-6 mm de  diámetro. 

Cuando cl an6lisis dc pcrmcnbilidnd lisosomal y mitocondrial sc rcaliz6 s610 
comparando la intcnsidad media dcl pico principal de fluorescencia en folículos sanos y 
atrksicos (Cuadro I ) ,  los rcsultados mostraron quc cn los foliculos dc 3-6 mm l a  
permeabilidad lisosomal presentó diferencias  significativas  entre folículos sanos y atrksicos 
de  los  dos  tamaños estudiados. En los folículos pequeños (3-6 mm)  se encontraron 
diferencias significativas ( ~ ~ 0 . 0 5 )  entre la intensidad de  fluorescencia  de las células 
marcadas con  rodamina mostrando que los foliculos atrésicos  pequeños manifiestan 
clnramcntc u n  ddficit cn cl nilmero de c6lulns con permeabilidad mitocondrial normal. El 
comportalnicnto tlc l u  pcrmcabilidad dc lisosomas y mitocondrias cn los folículos >6 mm 
tuvo un comportamiento diferente. En estos  folículos  de mayor diámetro no hubo diferencia 
signilicativa  entrc l a  permeabilidad mitocondrial de folículos  sanos y los foliculos  con 
atresia inicial y, en cambio, sí la hubo (p<0.05) para la intensidad media  de fluorescencia 
dcl AO, indicando altcraciones tempranas  de la permeabilidad lisosomal cn los foliculos 
grandcs. 

Cuando se detcrminó el impacto de la interacción de las variables estatus (atrésicos, 
sanos) y tamaño  folicular,  sobre l a  permeabilidad lisosomal (Cuadro 2) no se encontraron 
diferencias  significativas  entre  los  folículos sanos de ambos  tamaños,  pero  se encontró un 
efecto  estadisticamente  significativo (pC0.047) de  esta interacción en  los folículos con 
cunlquicr grado dc atrcsia. Es, sin  embargo, importante rncncionar que  esta diferencia 
mostr6 una divergencia  dc la funcionalidad lisosomal dependiente  del  avance  del estado de 
atrcsia en los folículos pcquciios (3-6 mm) (% de  ctlulas con fluoresccncia roja sanos > 
rolículos de  Atresia 2 > folículos de Atresia 3), mientras  que  en los folículos > 6 mm los 
folículos mds afectados fueron los de tipo 2 (% de  células  con  fluorescencia  roja  sanos > 
~ O I ~ C U I O S  dc Atresia 3 > I 'OI~CUIOS dc Atrcsia 2). 

Con rcspcclo 11 I:rs modificacioncs dc l a  pcrmcabilidad mitocondrial, tambih se 
pueden ver cambios  con  respecto al tamaño folicular y al grado de atresia  (Cuadro 3). En 
los folículos  de 3-6 mm hay una disminución  clara del porcentaje de células  que muestran 
una intensidad de  fluorescencia < lo3 en  relación  con  el grado de atresia. Sin  embargo en 
los folículos > 6 mm sólo existe diferencia estadísticamente  significativa  entre los folículos 
sanos y los folículos con atresia 3 (p<O.OI), lo cual indica 1111 imporlantc disminucibn dc ]a 
lilncionalidad milocondrial en las ccilulas de la granulosa dc folículos con atresia avanzada, 
pcro no cn los folículos cn que sc inicia la atrcsia (tipo 2). 



DISCUSION. 

h i s t cn  (los prolotipos caractcrlsticos do vias dc mucrtc: la apoptosis y I n  nccrosis. 
I , n  apoptosis cs un proceso altamente  conservado  que pucde ser inducido por una gran 
varicdad dc condicioncs fisiológicas y patológicas y en la quc las mitocondrias  juegan un 
ppc l  crucial. La muerte apopt6tica es  precedida por una disminuci6n en el potencial 
transmembranal de la mitocondria (Avrn ) y por la liberación del citocromo C desde el 
cspacio intcrmcmbranal dc la mitocondria ( T h  X et al 1996) hasta el ambiente 
cilopl6smico. Sc ha dcn1oslrado quc In libcrnci6n dcl citocromo C.' y l a  rlisminuci6n Jc Aqlm 
son mcdiadas por la protc6lisis dc Bid producido por la activación dc la caspasa 8.  Bid es 
un micmbro de la familia dcl Bcl-2 o factor activador  de  caspasas  (Stccmans  ct al 1998). El 
citocromo C citosólico junto con modificaciones en la razón ATPIADP inducen el cambio 
conformacional  del  factor activador 1 de  proteasas  apoptóticas o Apaf-1, seguida  de la 
Jilncrizaciin dc la procaspasa-9, cn el complexo metabólico tambidn llamado apoptosoma, 
cl cual producc la activación proteolítica de la procaspasa-9 (Zou ct al 1998). L a  caspasa  9 
activa a l a  caspasa 3 c.jcculora. Esta <dtima, una vez activada cs tambih rcclutada cn cl 
complejo del apoptosoma (Hu et  al 1999). 

L a  liberación de los factores pro-apoptóticos desde l a  mitocondria es determinada 
por l a  alteración dc la permeabilidad de las membranas de la mitocondria,  fenómeno al que 
sc I C  conocc  como modificacih  de la permeabilidad mitocondrial transitoria (PTM) 
(Shimizu ct al, 1999; Txmastcr ct ai, 1998). En cstc traba-jo sc pucclc obscrvar claramcnte .-. 

quc durantc la atresia folicular de la oveja se modifica la permeabilidad dc  las estructuras 
mcmbranosas dc las mitocondrias  en  las  células  de la granulosa y que esta alteración de la 
permeabilidad parece  ser  más  importante  en los folículos pequeños (3-6 mm),  en  cuyo caso i 

cl daño a las mitocondrias aumenta conforme  avanza el proceso de atresia folicular. 
Aunquc las  difcrcncias en los foliculos > G mm no son cstadísticalncntc significativas 
cuando sc comparan los folículos sanos con los que prcscntan atresia temprana,  en los 
folículos con atresia más  avanzada, se observa el menor porcentaje de cdlulas con 
funcionalidad mitocondrial normal. 

Las altcraciones  en la permeabilidad mitocondrial que se demuestra aquí confirma 
l a  participación mitocondrial  en el proceso  de  muerte celular por  apoptosis en la atresia 
folicular  de la oveja,  que  ha  sido  sugerido por otros autores, (Tilly et al 1992; Rosales- 
Torres  et al., 2000),  así como  en  otras  especies,  (Hsueh  et al 1994). 

Como  se observa  en el cuadro 3, en el  que  se presenta el resultado del análisis  de l a  
funcionalidad  mcmbranal dc l a  mitocondria  en relación con el grado  dc  atrcsia y el tamaflo 
folicular, hubo un efecto  estadísticamente  significativo  de  esta interacción sobre el 
porcentaje de células  con  cambios  en l a  permeabilidad mitocondrial que fue más importante 
c11 l o s  folículos (IC 3-6 IIIM dc dihmctro, lo cual indica quc cn los foliculos pcqucfios ~1 
grado  de  atresia está más directamente relacionado con la función mitocondrial.  Cuando el 
análisis se realizó solo comparando la permeabilidad mitocondrial entre  foliculos sanos y 
atrdsicos en folículos > 6 mm, los resultados que se presentan en el Cuadro 3 demuestran 
que el porcentaje  de cdlulas con  alteraciones  en la permeabilidad mitocondrial es solo 
significativa  estadísticamente  entre los folículos sanos y los  foliculos  con  atresia avanzada 
(tipo 3). 



2 2 5 4 0 7  
El porcentaje  de  células que muestran cambios  en la permeabilidad y la 

fLmcionalidad dc  los  lisosoma indica que  existe  una diferencia estadísticamente 
significativa  (p<0.05)  entre  folículos  sanos y atrésicos. Esta diferencia es particularmente 
clara  entre los folículos >6 mm pertenecientes a los tipos  de  atresia 1 y 2. La ausencia de 
cambios significativos de la permeabilidad mitocondrial entre  estos  dos  tipos  de  folículos 
parece  indicar  claramente  que  en  los  folículos de este  tamaño la alteración de la 
permeabilidad lisosomal  puede  ser el origen de  la  muerte que se  produce en las células de la 
granulosa de  estos folículos. En algunos  modelos  de inducción de  muerte por daño  a los 
lisosomas,  sc ha visto que esto es capaz de iniciar la muerte celular al activar  directamente 
a las  caspasas o indirectamente al estimular  a la mitocondria para que libere factores que 
activan las caspasas (Li et  al,  2000, Chen et  al, 2000). 

Este traba-jo presenta una importante evidencia  de  la participación de más  de un tipo 
de  muerte  celular en la atresia, tal como  ocurre  de  otros  sistemas de células (Li et al., 
2000). En la atrcsia  folicular  de la oveja ya había  sido  sugerido  previamente por nuestro 
grupo (Rosales  et al 2000) y por otros  grupos  en  las  aves  (Kovacs ct al 1992; D'I-Icrde et al 
1996) y en el cerdo  (Besnard  et  al., 1997). Además  también resalta que  el tipo de muerte 
predominante  está  determinado principalmente por el tamaño. Nuestros resultados 
demuestran  claramente  que  en los folículos de 3-6  mm los cambios  observados  en el 
porcentaje de células  con  alteraciones de la permeabilidad lisosomal, como indicador de 
mucrtc nccrótica, son mcnos  importantes  que  los  observados en los folículos > Gmm. Si 
comparamos  estos  resultados con los observados en el caso  de la funcionalidad 
mitocondrial, como  evidencia  de muerte apoptótica,  el  comportamiento  de acuerdo al 
tamaño de los  folículos  fue  al revés, ya que  fueron  los  folículos  de 3-6 mm los que 
presentaron un cambio  estadísticamente  significativo en el porcentaje de cClulas con 
altcracioncs dc la runción nlitocondrial. 

La presencia simullhea dc varios tipos de lnucrte celular cn las cdlulas de la 
granulosa durante la atresia folicular ha  sido  previamente establecido. Kovacs  et  al (1 992), 
sugirieron  que la necrosis es la forma  de  muerte  dominante en los folículos  atrésicos de la 
gansa. D'Herde  et  al (1 996)  observaron 3 vías de muerte  celular,  apoptosis, necrosis y 
autofagia durante la atresia  de los folículos de la codorniz. 

Recientemente ha quedado claro que  dependiendo del contexto metabólico en que 
se  encuentran las células  de la granulosa puede iniciarse la muerte  celular por necrosis o 
por apoptosis. La intensidad de un mismo  estímulo puede decidir la prevalencia  de  necrosis 
o apoptosis  (Vantieghem et al 1998). Además, la caída  del  contenido  de  ATP puede 
convertir un cstímulo inicialmcntc apoptogdnico cn uno necroghico (Leist et al 1997). 

Nuestros  resultados indican que igual que  se  ha  establecido en algunos  otros 
sistemas, la muerte  en  las  células  de la granulosa  durante la atresia  es  iniciada por un 
mecanismo  común,  que  depende  de la alteración del potencial transmembranal 
rnitocondrial y de  los  cambios en el potencial energdtico de  las  células  (Lemasters  et al 
1998; RenvoizC et al 1998). En los  folículos pequeflos, donde l a  disminucih del flujo 
sanguíneo es insuficiente para producir  hipoxia en  las células de la granulosa (Murdo& 
1992), la atresia  básicamente se inicia y progresa por el macanismo  de la apoptosis (Leist et 
al 1997; Tsujimoto  et  al 1997). La  disminución  del  flujo  sanguíneo en los foliculos grandes 
>6 mm  puede  ser suficiente para  comprometer la oxigenación tisular y consecuentemente la 
producción de ATP. En estos  casos el compromiso metabólico parece  determinar 
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altcracioncs cn  cl limcionamiento dc los lisosomas, los cuales modifican su selectividad 
111cmbrana1 producicndo la necrosis  como la via de  muertc m& importantc cn las cdlulas de 
la granulosa de  estos folículos. Lo que queda claro en este  estudio es que el daño lisosomal 
que presentan las  células  de los folículos  de mayor dihmetro no es consecuencia del d a o  
mitocondrial puesto  que en los cuadros 2 y 3 podemos ver que no hay  cambios importantes 
en la funcionalidad mitocondrial entre  folículos atrdsicos y  sanos de ditimetro > 6 mm, 
rnicntras que los cambios en la funcionalidad de los lisosomas son francamente aparentes, 
lo cual  indica  que la necrósis en estos  folículos  sería la causa  primaria de muerte. 

Otra posiblc  cxplicación del daño lisosornal, sin daño aparcnte dc la mitocondria, en 
las c6lulas dc la granulosa  de los foliculos > de 6mm es el incremcnto del cstrds oxidativo 
consccuencia  dc l a  mayor demanda quc produce la necesidad de aumentar la 
cstcroidoghcsis cn estos foliculos. Los requerimientos metabólicos para estimular 
l'ucrlcmcntc cslc proceso pucdcn rcdundar cn la fonnacibn anorn~al dc cspecies 6xido 
reactivas. Cuando el NAPH pierde  electrones  hacia 0 2  para  formar 0 2 -  y este no es liberado 
a la P450 reductasa  (Cros  and  Jones, 199 1) pueden  generarse  cantidades  importantes  de 
radicales libres  dentro de la célula. La presencia  de  estos  radicales libres puede causar 
daiios importantes  a la membrana lisosomal. Se ha reconocido recientemente  que la 
formación acelerada de especies reactivas de  oxígeno (ROS) pueden inhibir la actividad de 
las  caspasas (Satnali ct al, 1999) y permeabilizar la membrana lisosomal (Brunk et al, 1997; 
I-Iellquist et al, 1997, Nilsson et  al, 1997). Algunos autores han demostrado que los 
lisosomas pueden contener  factores  que  pueden  desencadenar  la activación de  factores de 
mucrtc colno catcpsina D (Isahara et al, 1999) y posiblemente catcpsina I3 (Tshisaka et al, 
1008) quc activan il l a  caspasa 3 o pucdcn inducir la IibcraciOn clc lilctorcs apoptbticos a 
partir de la mitoconclria (Isahara ct al, 1999). 



Cuadro No. 1 
Permeabilidad  lisosomal y mitocondrial por tamaño y grado 
de  atresia  indicada  por la intensidad  media  de  fluorescencia 
de las cClulas de la granulosa  incubadas  con A 0  o con 
rodamina 123. 

It. I), c 1,ctras diferentes indican la  presencia  de dikrencias 
significativas  (p<0.05)  entre los valores de  la  misma  columna. 

Cuadro No. 2 

Intensidad  de  Fluorescencia  Observada  en C6lulas de la 
Granulosa  Obtenidas de Folículos Sanos y Atrésicos 
Incubadas  con AO. 

2 7 *23.5+6.1 9.225.0’ 
3 8 *6.2+3.0‘ 26.6213‘ 

n, b, c Lctras diferentes indican l a  presencia  de  diferencias 
signilicativas (p<0.05) entre los valores  de  la  misma  columna. 
* indica  la  existencia de diferencias  estadísticamente significativas 
(p<05)  entre  folículos de diferente  tamaño. 



Cuadro No. 3 

Intensidad de Fluorescencia  Observada  en  Células  de la 
Granulosa  Obtenidas  dc  Falículos  Sanos y Atrbsicos 
Incubadas con Rodamina 123. 

2 
17.6+15.gb *4.222.2' 1 O 3 
77.521 0.3" * 1 1.245.2" 5 

n, I), c Lctras difcrcntcs indican la prcscncia dc  dircrencias 
significativas (p<0.05) entre  los valores de la misma  columna, 
* indica la existencia  de  diferencias  estadisticamente 
significativas (p<O5) entre  folículos de diferente tamafío. 
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Figura 1 .  Patrcin de  fluorescencia  de  células de la granulosa  incubadas  con A 0  
procctlcntcs tlc foliculos dc ovcjl1 dc 3-6 mm dc dihmctro  con  tres  grados dc ntrcsin. 
El patr6n dc distribución  dc las cdlulas, así como  la intensidad de fluorescencia  se modific6 
conrormc r?vat~zc? cl proccso dc atresia. Las cklulas de  folículos con atresia 1, muestran un 
patr6n dc distribuci6n uniforme con  fluorescencia intensa. En la atrcsia 2 se torna bimodal 
y el pico  principal es significativamente  menos  fluorescente  que  en la atresia 1. En  la 
atresia 3, se pueden ver grupos  de cdulas con menor intensidad de fluorescencia  que  en los 
otros  dos  grupos. 
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Figura 2. I’atr6n de fluorescencia de cClulas de la granulosa  incubadas  con A 0  
proccdcntcs  dc  foliculos  de oveja >6 mm de dihmetro  con  tres  grados de  atresia. Las 
cblulas  obtenidas de folículos  con  atresia 1 (sanos)  muestran un patrdn homogdneo con 
fluorescencia  intensa. La intensidad de fluorescencia  en los folículos  con  atresia 2 es 10 
veces  menor  quc la que  muestran las cdlulas  de  folículos  con  atresia 1. En  la  atresia 3, el 
45% de las  cClulas tienen una intensidad de fluorescencia  entre  baja y nula. 
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Figura 3. Patrón  dc  fluorescencia de cClulas de la  granulosa  tratadas con Rh 
123 proccdcntcs dc folículos dc oveja dc 3-6 mm  de dihmctro  con  tres  grados de 
atresia. En  esta  figura  se  puede ver una  tendencia  a  la  disminución de  la  intensidad  de 
fluorescencia de acuerdo al grado de atresia, así como a  la  formacibn  de  grupos  de cklulas 
con  intensidad  disminuida. 
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Figura 4. P a t r h  de fluorescencia de cClulas de la granulosa  tratadas  con Rh 
123 procedentes de folículos de oveja >6 mm  de diiimetro con tres  grados  de  atresia. 
En este  diámetro  folicular, sólo hubo una  importante  disminución  en la intensidad de 
fluorescencia en la  atresia 3. 
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